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Resumo

De Oliveira, Camila Santos Pantoja. Diagnose e filogenia molecular de digenéticos
Cladorchiidae (Paramphistomoidea) e Cryptogonimidae (Opisthotchioidea)
parasitos de peixes dulcicolas na Ameérica do Sul. 2019. 112p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Estudos morfologicos e genéticos de digenéticos parasitos de peixes da América do Sul
sdo de grande relevancia para contribuir para o conhecimento dessa fauna ainda pouco
explorada, para permitir a validacdo da maioria dos delineamentos classicos dos taxons e
esclarecer areas onde a abordagem cléssica sozinha falhou. O presente estudo teve como
objetivo principal estudar digenéticos das familias Cladorchiidae e Cryptogonimidae
parasitos em peixes dulcicolas da América do Sul usando ferramentas de taxonomia
integrativa. Entre 2003 e 2018 foram feitas necropsias de peixes provenientes de
diferentes bacias nessa regido. Depois de capturados, os peixes foram analisados para
coleta dos parasitos. Os digenéticos encontrados foram estudados por microscopia de luz,
microscopia eletrénica de varredura e através de analises moleculares. Foram estudados
também, exemplares de cladorquiideos e cryptogonimideos (tipos e vouchers)
depositados em colec¢Bes helmintoldgicas. No capitulo I, o género Goeldamphistomum
foi proposto para acomodar Goeldamphistomum amazonum e G. peruanum. O género
Iquistotrema foi proposto para acomodar lquitostrema papillatum. Essas trés novas
espécies de Cladorchiidae foram descritas em peixes Siluriformes da bacia do Amazonas,
Peru. No capitulo 11, a primeira analise filogenética de cladorquiideos foi realizada a partir
de sequéncias de 28S rDNA, ITS2 rDNA e coxl mtDNA. Quatorze espécies foram
encontradas em peixes Characiformes, Perciformes e Siluriformes no Brasil e no Peru,
sendo trés ainda ndo conhecidas pela ciéncia, uma espécie de Microrchis sp. em
Pimelodella cristata, uma espécie de Pronamphistoma sp. em Heros sp. e
Pseudocladorchis sp. em Pterodoras granulosus. No capitulo Ill, foi gerada uma
sequencia parcial de 28S rDNA de Pseudosellacotyla lutzi parasito de Hoplias
malabaricus e sua posi¢do na analise filogenética dentro Crytogonimidae foi confirmada
corroborando com a Ultima classificacdo proposta. Detalhes do seu tegumento foram
observados pela primeira vez através de MEV. No capitulo 1V, Acanthostomum gnerii
(Cryptogonimidae) foi estudado através de sequéncias de 28S rDNA, coxl mtDNA e
MEV. Este é o primeiro registro da espécie no rio Marapanim, Para, Brasil. A descoberta
de trés novos géneros, seis novas espécies e o fornecimento de dados moleculares inéditos
para guatorze espécies mostram o quanto ainda € incipiente nosso conhecimento acerca
dos cladorquiideos e cryptogonimideos na América do Sul.

Paralavras-chave: Prospeccdo molecular, Sistematica, Trematoda, Peixes dulcicolas



Abstract

De Oliveira, Camila Santos Pantoja. Diagnosis and molecular phylogeny of digeneans
Cladorchiidae (Paramphistomoidea) and Cryptogonimidae (Opisthotchioidea)
parasites of freshwater fishes in South America. 2019. 112p. Thesis. (Doctor of
Veterinary Science). Instituto de Veterinéria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Morphological and genetic studies of digeneans parasites of fishes in South American are
great relevance in order to contribute to the knowledge of this fauna that has not yet been
explored, to allow the validation of most of the classic delineation of the taxa and to
clarify areas where the classical approach alone has failed. The present work aimed to
study the digeneans of the Cladorchiidae and Cryptogonimidae parasites of freshwater
fishes in South America using tools of integrative taxonomy. Between 2003 and 2018
fish from different basins in this region were necropsied. After being captured, the fish
were analyzed for parasite collection. The digeneans found were studied by light
microscopy, SEM and through molecular analysis. Cladorchiids and cryptogonimids
(types and vouchers) deposited in helminthological collections were also studied. In the
chapter I, the genus Goeldamphistomum was proposed to accommodate
Goeldamphistomum amazonum and G. peruanum. The genus Iquistostrema was proposed
to accommodate Iquitostrema papillatum. These three new species of Cladorchiidae were
described in Siluriformes fishes in the Amazon basin, Peru. In the Chapter I, the first
phylogenetic analysis of cladorchiids was performed from 28S rDNA, ITS2 rDNA and
cox1 mtDNA sequences. Fourteen species were found in Characiformes, Perciformes and
Siluriformes fishes in Brazil and Peru, being three new for the science, Microrchis sp. in
Pimelodella cristata, Pronamphistoma sp. from Heros sp. and Pseudocladorchis sp. in
Pterodoras granulosus. In the Chapter 11, a partial sequence was generated of 28S rDNA
of Pseudosellacotyla lutzi parasite of Hoplias malabaricus and the position in
phylogenetic analysis within Crytogonimidae was confirmed corroborating with the last
proposed classification. Details of their tegument were observed for the first time through
SEM. In Chapter 1V, Acanthostomum gnerii (Cryptogonimidae) was studied through 28S
rDNA, coxl mtDNA sequences and SEM. This is the first record of the species in the
Marapanim river, Para, Brazil. The descriptions of three new genera, six new species and
new molecular data for fourteen species show how still incipient our knowledge about
cladorquiids and cryptogonimids in South America.

Key-words: Molecular prospecting, Systematic, Trematoda, Freshwater fishes
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1. INTRODUCAO GERAL

Os parasitos séo extremamente abundantes e de natureza diversa, representando
uma parcela substancial da biodiversidade global. Pelo menos 50% das espécies que
vivem na terra sdo parasitas de alguma forma, considerando todos os virus e algumas
bactérias, e as espécies eucarioticas mais comumente associadas a parasitologia,
incluindo agentes de doencas que afetam ndo apenas humanos, mas também o gado,
cultivos e vida selvagem (BROOKS; HOBERG, 2006).

Entre os metazoarios em que o parasitismo € conhecido, estdo inclusos membros
dos filos Acanthocephala, Nematoda, Mollusca, Anellida, Arthropoda e Platyhelminthes,
cada qual com caracteristicas intrinsecas a este modo de vida (POULIN; MORAND,
2000).

Os Platyhelminthes Gegenbaur, 1859 sdo caracterizados por serem acelomados,
possuirem o corpo dorsoventralmente achatado com simetria bilateral e a maioria ser
hermafrodita. O filo apresenta a maior riqueza de espécies, possuindo mais de 40.000
taxons descritos dentro do grupo monofilético formado pelos Neodermata Ehlers, 1984
(Cestoda Rudolphi, 1808, Monogenea Van Beneden, 1858, Trematoda Rudolphi, 1808),
que incluem somente organismos adaptados ao parasitismo (CRIBB et al., 2003;
POULIN; MORAND, 2004). Este grupo é caracterizado por apresentar uma reposi¢cao
parcial ou total do tegumento celular dos adultos, por uma camada sincicial ndo celular
denominada neoderme, o que facilitou a adaptacdo a vida parasitaria. (OLSON; TKACH,
2005).

Dentre os Neodermata, Trematoda é a classe com 0 maior nimero de taxons. O
grupo compreende duas subclasses, Aspidogastrea Faust & Tang, 1936 e Digenea Carus,
1863 (OLSON; TKACH, 2005). Os primeiros formam um grupo pequeno, com apenas
61 espécies validas e sdo parasitos de moluscos, peixes e quelénios (ROHDE, 2001, 2002;
ALVES et al., 2015), com um ciclo de vida relativamente simples e uma posicao basal na
sistematica dos Trematoda (LITTLEWOOD, 2006). Ja a subclasse Digenea compreende
um grande e diverso grupo de helmintos endoparasitos (~18.000 espécies), possuindo um
ciclo de vida complexo, com a utilizacdo de no minimo um hospedeiro invertebrado e um
vertebrado, embora possam exibir até quatro hospedeiros (CRIBB et al., 2011; CRIBB et
al., 2003); sdo encontrados em todas as classes de vertebrados, mas sdo menos diversos
em agnatos e condrictes (CRIBB et al., 2011; BRAY; CRIBB, 2003).

Os digenéticos, quando adultos, exigem uma exuberancia de formas
morfolégicas. Essas variagdes podem ser observadas na posic¢do e forma das ventosas,
aparelho digestorio e do sistema reprodutor (NOLAN; CRIBB, 2005). Varias espécies
causam perdas econémicas através de infecches em animais domésticos. Outras espécies
infectam seres humanos e causam graves complicacbes médicas, como a
esquistossomose, que é uma das doencas parasitarias mais importantes em termos de
impactos na saude publica (LEWIS; TUCKER, 2014).

Estudos sobre Trematoda na América do Sul comecgaram no século XIX por
helmintologistas europeus com material coletado no Brasil, principalmente por Olfers,
Sello e Natterer. Entre estes estdo Rudolphi, Diesing e Brandes (KOHN et al., 2007). A
primeira espécie descrita parasitando peixe nessa regido foi Physochoerus tubulatus
(Rudolphi, 1819) em Muraena sp. no Brasil.

Nos ultimos anos, alguns levantamentos de trematddeos parasitos em peixes
dulcicolas sul-americanos foram publicados por diferentes autores e se mostraram
extremamente necessarios para compreender melhor a diversidade do grupo nesta regido
(ver VIANA, 1924; TRAVASSOS et al., 1969; THATCHER, 2006; KHON et al., 2007;
LUQUE et al., 2016; CHOUDHURY et al., 2016). Dentre estes trabalhos, destaca-se o
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estudo feito por Choudhury et al., (2016), em particular por Nufiez e Santos, pois os dados
mostram que o conhecimento de trematddeos recebeu consideravelmente pouca atencéo,
visto a diversidade de hospedeiros nesta regido e também em relagéo as outras partes do
continente americano.

Segundo Reis (2013), a América do Sul abriga a mais diversa fauna de peixes
dulcicola do mundo com mais 4.000 espécies distribuidas pelas diferentes bacias
hidrograficas da regido (Amazonas, Orinoco e Paraguai, entre outras). Essa alta
biodiversidade de peixes regionais nos leva a esperar também uma alta diversidade de
trematodeos parasitos de peixes, porém, ao passo que apenas 5% da fauna desses
hospedeiros foram examinados para coleta de parasitos, fica dificil prever a diversidade
total deste grupo (CHOUDHURY et al., 2016).

No contexto dos estudos moleculares, fica mais evidente o quanto ainda deve ser
feito para contribuir para o conhecimento deste grupo. Poucos trabalhos nesta regido
foram publicados usando técnicas de sequenciamento de DNA, ao passo que a utilizacao
dessas técnicas se encontra amplamente difundida em outras regides (ver OLSON, 2003;
NOLAN; CRIBB, 2005; OLSON; TKACH, 2005; RAZO-MENDIVIL et al., 2015;
TKACH et al., 2018).

Estudos morfoldgicos e genéticos de digenéticos parasitos de peixes da América
do Sul sdo de grande relevancia para contribuir para o conhecimento dessa fauna ainda
pouco explorada, para permitir a validagdo da maioria dos delineamentos classicos dos
taxons e esclarecer areas onde a abordagem classica sozinha falhou.

Dentre as familias de digenéticos com espécies representativas em peixes na
Ameérica do Sul, Cladorchiidae e Cryptogonimidae estdo entre as cinco com maior
riqueza, a primeira com 32 e a segunda com 16 espécies (CHOUDHURY et al., 2016).
Apesar de estarem em destaque, sdo duas familias poucos exploradas na regido.

Embora o esteio da sistematica de Digenea seja através de analises morfoldgicas
de adultos em vertebrados (BLAIR et al., 1996) e a maioria das descri¢bes de espécies se
baseia nesse tipo de analise juntamente com hospedeiros preferenciais e distribuicdo
geografica, a analise morfologica sozinha pode ser insuficiente para inequivocamente
identificar muitas espécies (NOLAN; CRIBB, 2005). Alguns fatores, tais como, o
pequeno tamanho dos adultos, escassez de caracteres morfoldgicos, incerteza sobre a
validade desses caracteres, alta similaridade morfoldgica entre espécies estreitamente
relacionadas, plasticidade fenotipica, espécies cripticas e especiacdo recente, podem
contribuir para uma identificacdo equivocada (LUTON et al., 1992; LEON-REGAGNON
etal., 1999; SCHULENBURG et al., 1999; TKACH et al., 2000 GALAZZO et al., 2002;
RAZO-MENDIVIL et al., 2015);

Em virtude do exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal fazer a
diagnose de digenéticos cladorquiideos e cryptogonimideos parasitos de peixes dulcicolas
no Brasil e Peru usando ferramentas de analises morfolégica e molecular. Para melhor
compreensdo deste estudo, o trabalho apresentou objetivos mais especificos, tais como:
descrever novos géneros e espécies novas para a ciéncia, realizar uma prospec¢do
molecular de digenéticos provenientes de grandes bacias hidrograficas sul-americanas,
observar possiveis padrdes de distribuicdo geogréafica e padrdes de associacdo parasito-
hospedeiro e elucidar relagGes filogenéticas. Os resultados obtidos foram divididos em
quatro capitulos que visaram responder as diferentes questdes sobre esses digenéticos
parasitos de diversas espécies de peixes dulcicolas na América do Sul.
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Capitulo 1

Novos géneros e espécies de Cladorchiidae (Digenea: Paramphistomoidea) parasitos
de peixes da bacia do Amazonas, Peru?

L Artigo publicado: Pantoja, C.; Scholz, T.; Luque, J. L.; Jones, A. 2018. New genera and
species of paramphistomes (Digenea: Paramphistomoidea: Cladorchiidae) parasitic in
fishes from the Amazon basin in Peru. Systematic Parasitology 95: 611-624 (Anexo ).



Resumo

Dois novos géneros e trés espécies novas de digenéticos paranfistomoides foram descritos
na familia Cladorchiidae Fischoeder, 1901 de peixes doradideos, heptapterideos,
pimelodideos e pseudopimelodideos no Rio Amazonas no Peru. Goeldamphistomum
amazonum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018 (espécie-tipo) de Goeldiella eques
(Mdaller & Troschel) (hospedeiro-tipo) e Tenellus trimaculatus (Boulenger) e
Goeldamphistomum peruanum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018 de Duopalatinus
peruanus Eigenmann & Allen (hospedeiro-tipo), Calophysus macropterus (Lichtenstein)
e Microglanis sp. Ambas as espécies possuem uma ventosa acessoria no acetabulo, o que
distingue o género de todos os outros relatados anteriormente em peixes de agua doce na
Ameérica do Sul. Elas diferem uma do outra principalmente porque G. amazonum tem um
poro genital pré-bifurcal e testiculos obliquos separados, cujos niveis raramente se
sobrepdem longitudinalmente, enquanto G. peruanum possui 0 poro genital pos-bifurcal
e testiculos obliqguamente tandem. lquitostrema papillatum Pantoja, Scholz, Luque &
Jones, 2018 (Kalitrematinae Travassos, 1933) do intestino de Hassar orestis
(Steindachner) difere de outros membros da subfamilia na combinacdo de um acetabulo
macico com a superficie luminal com papilas e testiculos simétricos que cobrem o ceco
préximo ao arco cecal. Estes sdo os primeiros registros de paranfistomoides nas cinco
espécies hospedeiras aqui estudadas.

Palavras-chave: Taxonomia, Morfologia, Digenea



Abstract

Two new genera and three new species of digeneans paramphistomes are described in the
family Cladorchiidae Fischoeder, 1901 from doradid, heptapterid, pimelodid and
pseudopimelodid fishes in the Amazon River in Peru. Goeldamphistomum amazonum
Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018 (type-species) from Goeldiella eques (Miller &
Troschel) (type-host) and Tenellus trimaculatus (Boulenger), and Goeldamphistomum
peruanum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018 from Duopalatinus peruanus
Eigenmann & Allen (type-host), Calophysus macropterus (Lichtenstein) and Microglanis
sp. are placed in the Dadayiinae Fukui, 1929. Both species have an accessory acetabular
sucker, which distinguishes the genus from all taxa previously reported from South
American freshwater fishes. They differ from each other primarily in that G. amazonum
has a prebifurcal genital pore and oblique, separated testes, the levels of which rarely
overlap longitudinally, whereas G. peruanum has a postbifurcal genital pore and testes
directly to obliquely tandem. lquitostrema papillatum Pantoja, Scholz, Lugue & Jones,
2018 (Kalitrematinae Travassos, 1933) from the intestine of Hassar orestis
(Steindachner) differs from other members of the subfamily in the combination of a
massive acetabulum with a papillate luminal surface and symmetrical testes which overlie
the caeca close to the caecal arch. These are the first records of paramphistomes from the
five host species studied here.

Key-words: Taxonomy, Morphology, Digenea



1. Introducéo

A bacia do Rio Amazonas é um “hot spot” de biodiversidade com uma
extraordinéria riqueza de peixes (ALBERT; REIS, 2011) que servem como hospedeiros
intermediarios e definitivos de numerosos grupos de parasitos, incluindo os helmintos
achatados como os digenéticos (THATCHER, 2006).

Um dos mais impressionantes grupos desses parasitos é composto pelos
paranfistomoides, que sdo digenéticos que pertencem a superfamilia Paramphistomoidea
Fischoeder, 1901, que sdo relativamente raros em peixes de outras regides
zoogeograéficas.

Os paranfistomoides séo caracterizados pela auséncia de uma ventosa oral e pela
posicdo posterior de um largo acetdbulo (JONES, 2005). Sdo cosmopolitas e parasitam
todas as classes de vertebrados. Sdo mais comuns em peixes dulcicolas do que em peixes
marinhos, e apenas um género ocorre em aves.

Dos que parasitam gado doméstico, como por exemplo, espécies dos géneros
Paramphistomum Fischoeder, 1901, Calicophoron Nasmark, 1937 ou Cotylophoron
Stiles & Goldberger, 1910 sdo consideradas patogénicas (KASSAI, 1999).

A maioria dos representantes de Paramphistomoidea na América do Sul pertence a
familia Cladorchiidae Fischoeder, 1901. Membros dessa familia sdo caracterizados por
um conjunto de estruturas morfoldgicas que incluem a presenca de sacos faringeanos
primarios pareados, dois testiculos, ventosa ventral ausente, saco do cirro geralmente
presente, auséncia de modificacBes especiais nos ductos terminais genitais e 0 ovario é
pos-testicular ou, raramente, intertesticular (ver chave de familias de Paramphistomoidea
de Jones (2005a).

Cladorquiideos e outros paranfistomoides parasitos de peixes de &gua doce
possuem distribuicdo geografica irregular, com a maioria das espécies ocorrendo na
Regido Neotropical, especialmente na bacia do Rio Amazonas. Um total de 32 espécies
em 22 géneros de cladorquiideos foi descrito na América do Sul, o que faz com que
Cladorchiidae seja a segunda familia com a maior riqueza de espécies na América do Sul
em peixes (LACERDA et al., 2003; CHOUDHURY et al., 2016).

Paranfistomoides tém sidos reportados em peixes de cinco ordens e 13 familias
(THATCHER, 2006), com a maioria dos registros sendo no Brasil (MUNIZ-PEREIRA
et al., 2009). Poucos registros estdo disponiveis em outros paises sul americanos,
incluindo Argentina, Coldombia, Guiana Francesa, Peru e VVenezuela. No Peru, apenas
duas espécies foram reportadas: Dadaytrema sp. parasitando o caracideo Piaractus
brachypomus (Cuvier) e Pseudocladorchis ferrumequinum (Diesing, 1836) parasitando
um doradideo ndo identificado (THATCHER, 2006; LUQUE et al., 2016;
OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 2017). A ventosa acessoria no acetabulo ndo esta
presente em membros destes géneros, como foi confirmado pelo estudo de tipos e
vouchers de tdxons congenéricos (veja abaixo a lista de espécimes estudados no museu).

O ciclo de vida dos paranfistomoides inclui somente um hospedeiro intermediério,
um caramujo pulmonado de onde grandes cercarias “amphistomatous” (com um
acetabulo largo na extremidade posterior do corpo) emergem. Elas encistam na vegetagédo
e sdo ingeridas por potenciais hospedeiros definitivos, como no caso dos
paranfistomoides de peixes, espécies herbivoras ou onivoras, como peixes Characiformes
ou Siluriformes (THATCHER, 1993; 2006).

Durante as coletas de helmintos parasitos de peixes de agua doce na Amazonia
peruana que ocorreram entre 2004 e 2011, cladorquiideos foram encontrados em peixes
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Siluriformes. Esses resultados revelaram a presenca de trés novas espéecies em dois novos
géneros que sdo descritos no presente capitulo.

2. Material e Métodos

2.1.Coleta de material

Os peixes foram coletados por pescadores locais ou comprados nos mercados de
peixes em Belém, Iquitos, Regido de Loreto, Peru, em 2004, 2006, 2008 e 2011. Eles
foram examinados com o auxilio de microscopico estereoscopio para coleta dos parasitos.
Os parasitos coletados foram lavados em solucéo salina e fixados em formalina aquecida
(4%) ou em etanol absoluto para estudos moleculares. Os espécimes fixados em formalina
aquecida foram transferidos para etanol 70% para posteriores estudos morfoldgicos.
Nomenclatura e classificacdo dos hospedeiros foram feitas seguindo Froese & Pauly
(2018).

2.2. Anélise morfoldgica

Os espécimes fixados em formalina aquecida foram corados com Carmalimem
de Mayer e foram desidratados em uma série ascendente de concentracOes etilicas.
Posteriormente, foram clarificados com eugenol (6leo de cravo) e montados em balsamo
do Canada em laminas permanentes. Durante a montagem de algumas laminas, alguns
espécimes ficaram deslocados lateralmente e algumas estruturas, como o poro genital,
podem ter sido deslocadas da linha média.

Os desenhos foram feitos usando um tubo acoplado no microscépio BX51
Olympus. As medidas foram feitas usando o software cellSens Dimension adaptado ao
microscopio Olympus SZX16 e foram dadas em micrémetros, exceto quando indicado de
outra forma; dados métricos foram dados com o intervalo seguido pela média entre
parénteses.

Para comparagdo, os seguintes vouchers de cladorquiideos da colecdo do
Instituto Nacional de Pesquisas do Amazonas em Manaus, Brasil (INPA) foram
estudados:  (H, holétipo; P, parétipo; V, voucher): Alphamphistoma canoeforma
Thatcher & Jégu, 1996 (H: 185; P: 186a-f); Anavilhatrema robusta Thatcher, 1992 (H:
458; P: 459a-h); Annelamphistoma elegans Thatcher & Jégu, 1996 (P: 20la-d);
Betamphistoma jariense Thatcher & Jégu, 1996 (H: 187; P: 188a-f); Colocladorchis
ventrastomis Thatcher, 1979 (H: 039; P: 040a-d); Curimatrema microscopica Thatcher,
2000 (H: 373; P: 374a-h); Dadayius pacuensis Thatcher, Sey & Jégu, 1996 (H: 202; P:
203a-f); Dadayius puruensis Lopes, Karling, Takemoto, Rossoni, Ferreira & Pavanelli,
2011 (H: 595; P: 596a-c); Dadaytrema compacta (Thatcher & Jégu, 1996) (sin.
Zetamphistoma compacta) (H: 193; P: 194a-f); Dadaytrema oxycephalum (Diesing,
1836) Travassos, 1931 (V: 043a-h); Dadaytremoides grandistomis Thatcher, 1979 (H:
041; P: 042a-c); Deltamphistoma pitingaense Thatcher & Jégu, 1996 (H: 191; P: 192a-
f); Doradamphistoma bacuensis Thatcher, 1999 (H: 371; P: 372a-h); Gammamphistoma
collaris Thatcher & Jégu, 1996 (H: 189; P: 190a-¢); Inpamphistoma papillatum Thatcher,
Sey & Jégu, 1996 (P: 199a-c); Micramphistoma ministoma Thatcher, 1992
(H: 452; P: 453a-b); Myleustrema concavatum Thatcher & Jégu, 1998 (H: 206; P: 207a-
i); Pacudistoma guianensis Thatcher & Jégu, 1998 (H: 204; P: 205a-f); Pseudocladorchis
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cylindricus (Diesing, 1836) Daday, 1907 (V: 195a-e); Pacudistoma turgida Thatcher,
1992 (H: 456; P: 457a-h); Pronamphistoma cichlasomae Thatcher, 1992 (H: 454; P:
455a-1).

Holdtipo e paréatipos das espécies descritas aqui foram depositados na Colecéao
do Centro de Biologia da Academia de Ciéncias da Republica Tcheca (IPCAS) e no
Museu de Histéria Natural de Londres, Inglaterra (NHMUK).

3. Resultados

Superfamily Paramphistomoidea Fischoeder, 1901
Family Cladorchiidae Fischoeder, 1901
Subfamily Dadayiinae Fukui, 1929

Goeldamphistomum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018

Diagnose: Corpo pequeno, delicado, oval alongado, afilado anteriormente. Largura
maxima no meio do corpo. Acetdbulo com entalhe pdstero-medial e com ventosa
acessoria. Papilas tegumentares presentes, quase imperceptiveis em torno da extremidade
anterior. Abertura oral terminal. Faringe com sacos extramurais primarios pareados.
Es6fago estreito, quase reto. Bulbo esofagico presente. Cecos quase diretos, com leve
ondulacdo, terminando bem préximos ao acetabulo. Dois testiculos intercecais no terco
médio do corpo; obliquos ou diretamente obliquo-tandem, contiguos ou amplamente
separados; margens inteiras, mas irregulares. Vesicula seminal externa bem desenvolvida.
Saco do cirro de parede fina, contendo vesicula seminal interna (por¢cdo proximal) e
células prostéticas (porcdo distal). Ventosa genital verdadeira ausente. Poro genital
mediano (as vezes, ligeiramente deslocado), pré-bifurcal ao nivel do bulbo esofagico ou
pos-bifurcal e distintivamente posterior ao arco cecal. Ovario mediano ou submediano,
entre as extremidades cecais, oval e irregular. Glandula de Mehlis quando observada
aparece mais ou menos postero-ventral ao ovario. Canal de Laurer n&o observado. Utero
forma alca descendente e a parte ascendente se sobrepde ao ceco. Receptaculo seminal
uterino ocasionalmente observado na parte descendente. Numerosos ovos ou
relativamente poucos aparecendo grande em relacdo ao tamanho do corpo. Foliculos
vitelinicos em dois campos laterais que se estendem logo ap6s o nivel do testiculo
posterior para além das extremidades dos cecos, quase ao nivel do acetabulo;
ocasionalmente alguns foliculos vitelinicos podem estar presentes em linha média, mas
em campos ndo confluentes. Vesicula excretora e poro geralmente ndo observados;
quando parcialmente visivel, pdstero-dorsal ao acetdbulo. Em heptapterideos, doradideos,
pimelodideos e pseudopimelodideos, Peru.

Espécie tipo: Goeldamphistomum amazonum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018

Etimologia: O nome genérico refere-se ao género do hospedeiro tipo.
Registro no ZooBank: 73A5CE6D-60C5-4E8E-8075-278 A025B8B0OE

Goeldamphistomum amazonum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018
Figura 1. A-D
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Descricdo baseada em seis espécimes coletado em G. eques e um especime coletado em
T. trimaculatus; as medidas estdo apresentadas na tabela 1.

Corpo pequeno, delicado, oval alongado, afilado anteriormente. Largura maxima no meio
do corpo. Acetdbulo pequeno ventro-subterminal com entalhe pdstero-medial com
ventosa acessOria. Papilas tegumentares presentes, quase imperceptiveis em torno da
extremidade anterior. Abertura oral terminal. Faringe pequena com sacos extramurais
primarios. Esdfago estreito, quase reto. Bulbo esofégico presente distinto, mas delgado,
ndo muito desenvolvido. Cecos razoavelmente em linha reta, terminando bem préximos
ao acetabulo. Dois testiculos obliquos, ndo contiguos, geralmente ndo se sobrepdem
longitudinalmente; testiculo anterior préximo a bifurcacdo cecal; margem lateral de um
ou ambos os testiculos podem cobrir o ceco adjacente; aproximadamente ovais, margens
inteiras, mas irregulares. Vesicula seminal externa bem desenvolvida cruza o arco cecal
a esquerda da bifurcagdo. Saco do cirro com paredes finas contém vesicula seminal
interna (porcdo proximal) e células prostaticas (porcao distal). Ventosa genital verdadeira
ausente. Poro genital pré-bifurcal ao nivel do bulbo esofagico, cercado por células de
coloracdo densa. Ovario oval irregular, mais ou menos entre a terminacdo cecal. A
glandula de Mehlis parece ser postero-ventral ao ovario. Canal de Laurer ndo observado.
Utero com porcao descendente; a porcéo ascendente invade o ceco. Receptaculo seminal
uterino ocasionalmente observado na porgédo descendente. Poucos ovos, largos em relagédo
ao tamanho do corpo, colapsados em todas as montagens. Foliculos vitelinicos em dois
campos laterais comegando apenas posteriormente ao nivel dos testiculos e estendendo-
se posteriormente as extremidades cecais quase até o nivel do acetabulo. Alguns foliculos
dispersos podem estar presentes na linha intermediéria entre as extremidades cecais, mas
ndo confluentes. Vesicula excretora e poro excretor ndo observados.

Hospedeiro tipo: Goeldiella eques (Muller & Troschel) (Siluriformes: Heptapteridae)
(Codigos dos hospedeiros: Pl 256h, Pl 405a (holétipo), Pl 426a).

Outros hospedeiros: Tenellus trimaculatus (Boulenger) (Siluriformes, Doradidae)
(cédigo dos hospedeiros PI 169a; IPCAS D-769/2).

Localidade tipo: Rio Nanay em Santa Clara préximo a Iquitos, Provincia Maynas, Regiao
de Loreto, Peru (03° 46’ 59’S, 73° 20°32”0).

Outra localidade: lquitos, Peru (Bacia do Rio Amazonas) (localidade precisa do
hospedeiro Pl 169a é desconhecida).

Sitio de infeccdo: intestino

Parametros de infeccdo: G. eques: 30 peixes examinados, trés infectados, cada peixe com
um maximo de trés digenéticos (seis no total); T. trimaculatus: dois peixes examinados,
um infectado com um digenético.

Série tipo: Holdtipo e trés paratipos (IPCAS D-769/1); 1 paratipo (NHMUK 2018.6.14.1).
Registro no ZooBank: 588C6245-E69F-4FCD-B24 B-B9EC4887D478.

Etimologia: O nome da espécie refere-se a area da coleta (Bacia do Rio Amazonas)
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Figura 1. Goeldamphistomum amazonum de Goeldiella eques (hospedeiro-tipo) (A, B,
D) e Tenellus trimaculatus (C). A, holétipo, vista ventral; B, faringe, vista lateral
(paratipo); C, ductos genitais, vista ventral (paratipo); D, acetabulo, vista ventral, com
ventosa acessoria (paratipo).
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Goeldamphistomum peruanum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018
Figura 2. A-D

Descri¢do baseada em quatro espécimes coletado em Duopalatinus peruanus e em dois
espéecimes coletados em Calophysus macropterus; as medidas estdo na tabela 1.

Corpo pequeno, cénico anteriormente e largura maxima na metade posterior. Acetabulo
com ventosa acessoria e entalhe postero-medial. Papilas tegumentares inconspicuas
presentes na extremidade anterior. Faringe delicada, com sacos extramurais primarios
pareados. Es6fago estreito, delicado. Bulbo esofégico delgado presente. Bifurcacdo cecal
na parte anterior do corpo. Cecos intestinais ligeiramente sinuosos, terminando proximos
ao acetabulo. Os dois testiculos sdo irregulares, intercecais e diretamente obliquo tandem;
o0 nivel de suas margens internas sempre se sobrepde uum ao outro longitudinalmente em
linha média, ndo contiguo, amplamente separado do arco cecal e do ovério. Vesicula
seminal externa bem desenvolvida. Saco do cirro p6s-bifurcal, largamente oval, contém
vesicula seminal (parte proximal) e células prostéaticas (parte distal). Poro genital
mediano, claramente po6s-bifurcal, cercado por células inconspicuas densamente coradas.
Ovario redondo, ventral, entre e aproximadamente no nivel da terminacdo cecal. Glandula
de Mehlis, quando visivel, mais ou menos péstero-dorsal ao ovario. Canal de Laurer ndo
observado. Porcdo descendente de utero distendido, proximo ao ovario, forma
receptaculo seminal uterino em alguns espécimes. A porcdo ascendente invade
lateralmente o ceco, mas ndo muito, se invade, lateralmente entre eles. Metratermo ventral
em relacdo ao saco do cirro. Ovos numerosos, a maioria colapsada. Foliculos vitelinicos
em campos laterais estreitos ao longo do ceco entre o nivel da margem posterior do
testiculo posterior para além das extremidades cecais, alcancando a borda do acetabulo
ou ndo. Vesicula excretora parcialmente visivel em um espécime, antero-dorsal ao
acetabulo com ducto excretor direcionado para a superficie postero-dorsal.

Hospedeiro tipo: Duopalatinus peruanus Eigenmann & Allen (Siluriformes,
Pimelodidae) (Codigo do hospedeiro PI 430a).

Outros hospedeiros: Calophysus macropterus (Lichtenstein) (Siluriformes, Pimelodidae)
(cddigo do hospedeiro Pl 101a; IPCAS D-770/2); Microglanis sp. (Siluriformes,
Pseudopimelodidae) (cddigo do hospedeiro Pl 338a; IPCAS D-770/3).

Localidade tipo: Rio Nanay em Santa Clara, préximo a lquitos, Provincia de Maynas,
Regido de Loreto, Peru (03° 46’ 59S, 73° 20°32”0).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccdo: D. peruanus: dois peixes examinados, um infectado com sete
digenéticos; C. macropterus: 35 peixes examinados, um infectado com trés digenéticos;
Microglanis sp.: um peixe examinado, infectado com 2 digenéticos.

Material tipo: Hol6tipo e 2 paratipos (IPCAS D-770/1); 1 paratipo (NHMUK
2018.6.14.2).
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200 ym

Figura 2. Goeldamphistomum peruanum coletado em Duopalatinus peruanus
(hospedeiro tipo) (A-C, E, F) e Calophysus macropterus (D, G). A, holétipo, vista
ventral; B, faringe, vista ventral (hol6tipo); C, D, ductos genitais terminais, vista ventral
e lateral, respectivamente. E-G, acetabulo com ventosa acessoOria em vista lateral, ventral
e lateral, respectivamente.
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Table 1. Medidas (em micrometros) de Goeldamphistomum amazonum e G. peruanum parasitos de peixes Siluriformes na bacia do Amazonas,

Peru.

Espécie Goeldamphistomum G. amazonum Goeldamphistomum G. peruanum. G. peruanum

amazonum peruanum

Hospedeiro Goeldiella eques Tenellus trimaculatus Duopalatinus peruanus Calophysus macropterus Microglanis sp.
Espécimes 6 1 4 2 2
Comp total 1.298-1.661 (1.441) 1.579 1.915-2.610 (2.251) 3.383-3.414 2.044-2.061
Largura maxima 255-408 (347) 389 587—702 (646) n =3 777 446-460
Comp acetabulo 249-368 (305) 299 349-448 (397) 439-440 356357
Largura acetabulo 217-277 (253) 300 281-530 (404) 495 255-341
Comp faringe 54-128 (78) 86 121-140 (131) 143-149 119-135
Largura faringe 68—90 (80) 94 87-161 (129) 105-121 111-113
Saco faringeano

(direito) 32-47(39)n=5 38 6077 (69) 87 53-58
Saco faringeano

(esquerdo) 44-31 (37)n=5 40 61-72 (67) 94 54-74
Esodfago 262-341 (302) 411 184-380 (310) 296-553 210-345
Bulbo esofagico 49-100 (81) n=5 97 89-130 (113) 172-172 75-106

Bifurcacdo cecal até a
extremidade anterior

Ceco (direito)

Ceco (esquerdo)
Testiculo anterior
(comp)

Testiculo anterior
(largura)

Testiculo posterior
(comp)

365-466 (406) [28%]
430-895 (594)
475-862 (595)

67—112 (91)
71-139 (107)

80-121 (95)

420 (27%)
882
974

126
126

110

438-565 (502) [23%)]
874-1.439 (1.193)
952-1.520 (1.230)

172-215 (187)n =3
222-276 (247)n =3

184189 (186) n = 3

666722 (21%)
2.025-2.334
1.970-1961

239
268

272

343-490 (21%)
715-1.069
671-1.072

112-192
159-215

73-193
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Testiculo posterior

(largura) 75-157 (119) 96 196247 (227)n=3 223 120-183
Comp ovério 62—86 (73)n=5 92 62-128 (99) 123-134 85
Largura ovario 65-118 (85)n=5 96 72-137 (113) 149-131 63
Ovos Colapsados Colapsados 103x61ln=1 Colapsados Colapsados
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Comentarios: As caracteristicas das trés espécies descritas neste trabalho sdo consistentes
com as caracteristicas de Paramphistomoidea Fischoeder, 1901 e com membros de
Cladorchiidae Fischoeder, 1901. As principais caracteristicas distintivas e mais detalhes
estdo em outras publicacBes (ver Jones, 2005a-m). A sistematica da superfamilia
Paramphistomoidea e da familia Cladorchiidae devem ser revisadas quando dados
moleculares suficientes estiverem disponiveis para esses grupos.

A falta de varias modificacdes dos ductos terminais masculinos encontrados em
membros de outras familias faz com que as novas espécies encontradas no Peru sejam
diferentes de membros de Paramphistomidae Fischoeder, 1901, Brumptiidae Stunkard,
1925, Choerocotyloididae Yamaguti, 1971, Gastrothylacidae Stiles & Goldberger, 1901,
Gastrodiscidae Monticelli, 1892, Olveriidae Yamaguti, 1958, Stephanopharyngidae
Stiles & Goldberger, 1910 e Zygocotylidae Ward, 1917.

Ambas as espécies possuem sacos faringeanos primarios que distinguem de
espécies de Paramphistomidae, Gastrothylacidae e Zonocotylidae Yamaguti, 1963, que
ndo possuem sacos faringeanos de qualquer tipo. Distinguem de espécies de
Stephanopharyngidae, que possuem um Unico saco massivo e distinguem de espécies de
Brumptiidae e Gastrodiscidae, que possuem um bulbo esofagico e sacos faringeanos
secundarios pareados.

Membros das familias Cladorchiidae, Balanorchiidae Stunkard, 1925,
Diplodiscidae Cohn, 1904, Olveriidae Yamaguti, 1958 e Zygocotylidae possuem sacos
faringeanos primarios pareados. As espécies descritas neste trabalho diferem das espécies
de Zygocotylidae, como descrito acima e das espécies de Olveriidae pela auséncia de uma
estrutura incomum e atipica do sistema alimentar de olverideos, que compreende um
alongado e muscular es6fago e alongados cecos que sdo mais longos que o corpo. Os
membros de Balanorchiidae sdo caracterizados por uma unica estrutura dos ductos
genitais terminais, variadamente interpretados como um saco do cirro protusivel ou um
saco hermafrodita com uma papila genital. Trematddeos da familia Diplodiscidae sdo
caracterizados por possuirem um Unico testiculo, sendo que todos os espécimes peruanos
estudados neste trabalho possuem dois. Os presentes espécimes diferem das espécies de
Gastrothylacidae pela auséncia de uma bolsa ventral, que caracteriza espécies dessa
familia.

N&o ha registros prévios de cladorquiideos em Goeldiella eques, Tenellus
trimaculatus, Duopalatinus peruanus, Calophysus macropterus ou Microglanis sp. no
Peru ou em outro lugar na América do Sul que possuam esse caracter atipico, a ventosa
acessoria no acetabulo. A presenca ou auséncia deste caracter tem sido usada em nivel
genérico por Sey (1983, 1991) e Jones (2005g). O termo é usado aqui porque a
caracteristica geralmente tem a aparéncia de uma ventosa pouco desenvolvida; também
tem sido referenciado na literatura como uma proeminéncia central ou muscular,
pedunculo ou protuberancia. Espécimes com esse caracter foram encontrados em todas
as cinco espécies de hospedeiros estudadas aqui e que foram coletadas no Peru.

O tipo de acetabulo nessas espécies descritas se assemelha ao “tipo diplodiscus”
de Nésmark (1973) ou ao “tipo megalodiscus” de Sey (1983) na macroscopia
morfolégica, mas exames histolégicos seriam necessarios para melhor caracterizacéo.
Esses tipos sdo semelhantes aos relatados em paranfistomoides de anfibios e répteis nas
Américas do Norte e Central, Europa, Asia, Africa e Austrélia (ver Sey, 1991), porém
ndo foram classificados como “tipos”. Diante nosso conhecimento, este tipo de acetabulo
ndo foi encontrado anteriormente em cladorquiideos parasitos de peixes.

A presenca ou auséncia de uma ventosa acesséria no acetdbulo ndo foi
considerada significante em nivel de familia por Sey (1991) ou Jones (2005b), mas tem
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sido usado em nivel genérico e de subfamilia por Sey (1991) e em nivel de género por
Jones (2005b, g). Sey (1988, 1991) propds a subfamilia Megalodiscinae, caracterizada
principalmente pela presenca de uma ventosa acessoria no acetabulo em Cladorchiidae
para Megalodiscus (sin. Pseudodiplodiscus Yamaguti, 1923) e Opisthodiscus Cohn,
1904. Megalodiscus € parasito de anfibios e raramente de répteis nas Américas do Norte
e Central e Opisthodiscus de anfibios na Europa e Norte da Africa. Jones (2005b)
sinonimizou Megalodiscinae com Schizamphistominae Looss, 1912, considerando o
caracter de valor duvidoso para nivel acima de género.

Junto com seus diferentes hospedeiros e distribuicdo geogréafica, 0s espécimes
aqui encontrados ndo podem ser acomodados em nenhum dos géneros citados acima com
esse caracter. Megalodiscus difere em ter um acetdbulo maci¢co muito mais largo que o
corpo na maioria das espécies e Opisthodiscus tém testiculos mais ou menos simétricos e
campos vitelinicos extensos entre os niveis faringeano e acetabular.

Como dito anteriormente, a alocacéo na familia Diplodiscidae Cohn, 1904, que
contém trés géneros com uma ventosa acessoria no acetabulo, é uma possibilidade
excluida porque seu diagndéstico principal é a presenca de um unico testiculo. O Unico
diplodiscideo de peixes de agua doce da América do Sul, Pseudodiplodiscus cornu
(Diesing, 1839) Manter, 1962 de peixes doradideos no Brasil, possui um unico testiculo
e ndo possui a ventosa acessoria no acetabulo.

Portanto, acredita-se que 0s espécimes atuais representem um novo género de
cladorquideo e enquanto se aguarda revisao da familia sdo classificados como membros
da subfamilia Dadayiinae Fukui, 1929. Eles sdo impedidos de pertencer a outras
subfamilias por uma combinacdo de caracteres, incluindo: auséncia de um ovario
intertesticular e de campos de foliculos vitelinicos restritos (Colocladorchiinae Sey,
1988); vesicula excretora ndo intertesticular (Solenorchiinae Hilmy, 1949); auséncia de
modificagdes nos ductos genitais terminais (Osteochilotrematinae Jones & Leong, 1986);
sacos faringeanos extramurais ndo bipartidos em estrutura (Helostomatinae Skrjabin,
1949); e os testiculos sdo intercaecais ao invés de um intercecal e um extracecal
(Sandoniinae Ukoli, 1972). Eles ndo possuem extensas alcas uterinas extracecais como
em Travassosiniinae Sey, 1988. Taxons das subfamilias citadas acima sdo parasitos de
peixes. Os Cladorchiinae Fischoeder, 1901 sdo parasitos de mamiferos, com caracteres
incluindo testiculos intercecais, geralmente profundamente lobados ou ramificados, e
extensos campos laterais de foliculos vitelinicos. Os Schizamphistominae (sin.
Megalodiscinae) sdo parasitos de anfibios e répteis e, além de Megalodiscus e
Opisthodiscus discutidos acima, carecem de uma ventosa acessOria no acetabulo. Das
subfamilias remanescentes, ambas com membros predominantemente parasitos de peixes
de a4gua doce, Kalitrematinae Travassos, 1934 caracteriza-se principalmente por possuir
testiculos cecais ou extracecais simétricos (utilizados em nivel da subfamilia por SEY,
1988, 1991; JONES, 2005b), ao passo que em Dadayiinae (sin. Dadaytrematinae
Yamaguti, 1958) os testiculos s&o intercecais.

Goeldamphistomum difere de todos os outros géneros classificados na familia
Cladorchiidae por possuir membros com uma ventosa acessoria no acetabulo, um caracter
ndo encontrado anteriormente em paranfistomoides parasitos de peixes. Como
mencionado anteriormente, esse caracter tem sido usado em nivel de género e de
subfamilia, sendo usado mais uma vez em nivel de género no presente estudo.

Embora eles compartilhnem esse importante caracter distintivo, 0os espécimes
encontrados em G. eques e T. trimaculatus diferem dos encontrados em D. peruanus, C.
macropterus e Microglanis sp. por outras caracteristicas. Goeldamphistomum amazonum
possui testiculos diagonais, cujos niveis ndo se sobrepdem longitudinalmente e o poro
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genital € pré-bifurcal no nivel do bulbo esofagico, enquanto G. peruanum possui
testiculos obliquamente tandem, cujos niveis se sobrepdem longitudinalmente em linha
média e o poro genital é pos-bifurcal.

Dois cladorquiideos foram reportados anteriormente no Peru segundo Luque et
al., (2016), uma espécie ndo identificada de Dadaytrema e Pseudocladorchis
ferrumequinum (Diesing, 1836). As espécies descritas neste estudo diferem de ambas pela
presenca da ventosa acessoria no acetabulo, diferem de Dadaytrema sp. pela auséncia dos
testiculos lobados e por ter campos de foliculos vitelinicos mais extensos e de P.
ferrumequinum na auséncia de uma grande faringe com esfincteres anterior e posterior,
sacos intramurais e testiculos simétricos.

Subfamily Dadayiinae Fukui, 1929
Iquitostrema Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018

Diagnose: Corpo de tamanho médio, conico anteriormente, largura maxima no acetabulo.
Acetabulo macigo, ventro-subterminal; superficie luminal coberta por grandes papilas.
Papilas inconspicuas em forma de cupula presentes ao redor da abertura oral e
extremidade anterior.  Abertura oral terminal. Faringe com sacos faringeanos
extramurais. Esfincter anterior da faringe presente. Esdfago longo. Bulbo esofagico
presente, mas ndo fortemente muscular. Ambos com células de coloragéo densa. Cecos
ligeiramente sinuosos estendem-se a margem anterior do acetabulo. Os dois testiculos sao
mais ou menos simétricos, cecais, cada um cobrindo a regido anterior do ceco adjacente;
contorno irregular, aproximadamente oval alongado. Saco do cirro grande, posterodorsal
ao poro genital, contendo vesicula seminal interna (parte proximal) e células prostéaticas
(parte distal); vesicula seminal externa presente. Ventosa genital ausente. Poro genital
pré-bifurcal ao nivel do bulbo esofagico. Ovario ovoide, mediano, préximo e anterior as
extremidades cecais, anterior a margem anterior do acetabulo. Glandula de Mehlis dorsal
ao ovario. Canal de Laurer e receptaculo seminal uterino ndo observados. O Utero
preenche o espaco intercecal e sobrepde a parte posterior do ceco. Foliculos vitelinicos
em grande parte em dois campos restritos no nivel e sobrepondo as extremidades dos
cecos e a margem anterior do acetabulo; alguns invadem a linha média. Vesicula
excretora e poros ndao observados. Parasitos do intestino de peixes doradideos (Hassar
orestis) (Silurifomes: Doradidae) da Amaz6nia peruana.

Espécie tipo (Unica espécie): lquitostrema papillatum Pantoja, Scholz, Luque & Jones,
2018

Etimologia: O nome do género refere-se a localidade de coleta da espécie tipo.
Registro no Zoobank: 8834B4C2-76E4-43B0-9DC2-8737C5B25D70

Comentarios:

O novo género é caracterizado pela combinagéo de um acetabulo maci¢co com papilas na
superficie luminal e testiculos simétricos que cobrem o ceco imediatamente posterior ao
arco cecal. Enquanto eles ocorrem juntos ou separadamente em membros de algumas
subfamilias de Cladorchiidae, alocagao nestes é excluida pelo grupo de hospedeiros e/ou
distribuicdo geogréafica: Cladorchiinae Fischoeder, 1901 contéem taxons parasitos de
mamiferos terrestres e aquaticos; Os Sandoniinae Ukoli, 1972 sdo parasitos
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principalmente de peixes de agua doce africanos e australianos (ocasionalmente peixes e
tartarugas costeiras australianas). A morfologia dos presentes espécimes difere de todas
as caracteristicas dos géneros nestas subfamilias e esta discussdo, portanto, concentra-se
em subfamilias com representantes em peixes dulcicolas, particularmente na América do
Sul. O sistema de classificacdo seguido aqui é o de Jones (20054, b).

Sey (1988) prop6s a monotipica subfamilia Colocladorchiinae Sey, 1988 para
Colocladorchis ventrastomis Thatcher, 1979 parasito de peixes prochilodontideos no
Brasil e na Colémbia. Essa espécie possui um acetabulo com papilas ndo tdo largo como
0 corpo, testiculos simétricos sobrepondo a parte anterior dos cecos e foliculos vitelinicos
em campos restritos, mas difere por possuir sacos faringeanos intramurais, cecos curtos
terminando no meio do corpo, minusculos grupos de foliculos vitelinicos que se
sobrepdem a regido pdstero-medial de cada ceco e um ovério intertesticular.

A subfamilia Dadayiinae Fukui, 1929 possui muitos géneros com espécies na
América do Sul parasitando peixes dulcicolas, porém nenhum género possui a
combinacdo dos caracteres acetabulo massivo e testiculos simétricos. Os testiculos sdo
frequentemente tandem ou diagonal e intercecais; raramente a lateral dos testiculos se
sobrepde aos cecos. Essas caracteristicas impedem a inclusdo da presente espécie nesta
subfamilia. Aqueles com testiculos simétricos ou quase, mas intercecais sdo Caballeroia
Thapar, 1960 de cyprinideos na india, Bancroftrema Angel, 1966 de peixe pulmonado na
Australia e Platycladorchis Sey, 1986 de cyprinideos no Vietnd. Os espécimes peruanos
diferem das espécies desses géneros em hospedeiros, distribuicdo geografica e na
estrutura do acetébulo.

Eles diferem ainda mais de Caballeroia spp. na posicdo mais anterior dos
testiculos, na presenca de um bulbo esofagico e os foliculos vitelinicos sdo restritos a
pequenos grupos laterais proximos as extremidades cecais. Diferem de Bancroftrema spp.
na posi¢cdo do poro genital que é ligeiramente pré-bifurcal ao invés de pos-bifurcal, os
cecos ndo sdo profundamente sinuosos, na posicdo mais anterior dos testiculos e 0s
foliculos vitelinicos sdo em campos mais restritos. Sey (1986) descreveu duas novas
espécies de Platycladorchis, ambas com corpos achatados semelhantes a folhas. Uma
delas, P. microacetabularis, possui testiculos simétricos, mas eles sdo intercecais e
também tem o saco do cirro fortemente desenvolvido e um mindsculo acetabulo.

Este novo género é, portanto, colocado na subfamilia Kalitrematinae que contém
géneros com espécies com testiculos simétricos cecais ou extracecais (TRAVASSOS,
1934; JONES, 2005b). Trematddeos de quatro dos seus seis géneros sdo parasitos de
peixes dulcicolas na América do Sul, nomeadamente Kalitrema Travassos, 1933 de
peixes loricarideos, Micramphistoma Thatcher, 1992 de peixes hipopomideos,
Betamphistoma Thatcher & Jégu, 1996 em peixes caracideos e Pseudocladorchis Daday,
1907 de serrasalmideos, pimelodideos e doradideos. Todos os quatro foram relatados
principalmente no Brasil. Os outros sdo Brevicaecum McClelland, 1957 em citharinideos
africanos e Nicollodiscus Srivastava, 1939 em silurideos asiaticos.

Apenas com Nicollodiscus o novo género compartilha a presenca de um
acetabulo macico com papilas e grande em relacdo ao tamanho corporal e testiculos
simétricos, mas 0s espécimes presentes diferem no tipo de corpo mais alongado,
extremidade anterior menos acentuadamente conica, auséncia de uma ventosa genital (um
caracter de importancia genérica na superfamilia) e testiculos cecais ao invés de
extracecais. Os foliculos vitelinicos em Nicollodiscus spp. formam campos extracecais
ao longo da parte posterior do ceco, confluente formando medialmente em forma de U,
mas estdo em uma faixa aproximadamente horizontal em Iquitostrema. As papilas na
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superficie luminal do acetabulo sdo espalhadas em Nicollodiscus spp. mas densamente
compactadas, cobrindo toda a superficie em I. papillatum.

A Unica espécie de Micramphistoma, M. ministoma, possui testiculos simétricos
que recobrem o arco cecal, mas os presentes espécimes diferem em que 0s cecos se
estendem para o acetabulo ao invés de terminar bem longe dele, o ovario é mais ou menos
entre as extremidades cecais ao invés de distante da terminacdo cecal e os foliculos
vitelinicos estdo em campos restritos perto das extremidades cecais ao invés de em
campos ao longo da metade posterior do ceco. Além disso, 0s sacos faringeanos e um
bulbo esofagico estdo ausentes em Micramphistoma (mas, pequenos sacos intramurais
podem estar presentes) e 0 acetdbulo nos presentes espécimes € muito maior e cheio de
papilas.

A Unica espécie de Betamphistoma possui testiculos simétricos cecais no meio
do caminho ao longo do comprimento do ceco e nao préximo ao arco cecal. Os cecos ndo
alcancam o acetabulo, que é pequeno e ndo possui papilas, com um entalhe postero-
medial; o saco do cirro tem paredes musculares grossas.

Espécies de Pseudocladorchis possuem testiculos em uma posi¢cdo semelhante,
mas o acetabulo ndo contém papilas e possuem um entalhe postero-medial. Os presentes
espécimes tém faringe com sacos extramurais ao invés de sacos intramurais, 0 ceco
alcanca o acetabulo e os foliculos vitelinicos sdo restritos a dois campos perto das
extremidades cecais.

Os cecos de I. papillatum se estendem até a margem do acetabulo enquanto que
Brevicaecum possui cecos curtos que terminam, relativamente, ap6s a uma curta distancia
além do ponto medio do comprimento do corpo. Alem disso, Brevicaecum nao possui
saco do cirro e 0 acetabulo é pequeno e sem papilas.

Iquitostrema pode ser distinguido de Kalitrema por ndo possuir um anel circular
ao redor da regido anterior do corpo e um entalhe mediano profundo na extremidade
posterior. Além disso, os testiculos ndo sdo extracecais e anteriores ao arco cecal. Os
cecos se sobrepdem a borda anterior do acetabulo ao invés de terminar préximo a ele e os
foliculos vitelinicos estdo em grupos proximos as extremidades cecais ao invés de em
campos alongados a partir da metade posterior dos cecos. O acetdbulo é maci¢co com a
superficie luminal com papilas.

Iquitostrema papillatum Pantoja, Scholz, Luque & Jones, 2018
Figura 3. A-C

Hospedeiro tipo: Hassar orestis (Steindachner) (Siluriformes: Doradidae) (host code Pl
46b).

Localidade tipo: Rio Amazonas, Iquitos, Provincia de Maynas, Regido de Loreto, Peru
(03° 45° 60’S, 73° 14°44”0).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccdo: Um peixe examinado e infectado com trés digenéticos.

Material tipo: Holotipo (IPCAS D-771/1), 1 paratipo (NHMUK 2018.6.14.4).

Registro no ZooBank: A8702666-D3BA-4042-897A-DEBF 46F637DA.

Etimologia: O nome especifico refere-se a presenca de numerosas papilas na superficie
luminal do acetabulo.

Descricdo baseada em dois espécimes montados na mesma lamina.
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Dois grandes espécimes completamente maduros (ambos levemente danificados, cada um
com 2 pequenas divisdes na periferia do acetabulo). Comprimento corporal 5,94-7,03;
largura maxima no acetébulo. Acetabulo ventro-subterminal, massivo em relacdo ao
tamanho do corpo, mais largo que o corpo 2,56-2,82 de comprimento, 2,78-2,89 de
largura; superficie luminal coberta por grandes papilas. Papilas quase imperceptiveis
presentes em torno da abertura oral e da extremidade anterior, estendendo-se ao nivel das
extremidades dos sacos faringeanos. Abertura oral terminal. Comprimento da faringe
520-583, 620-668 de largura; esfincter faringeano anterior presente. Sacos extramurais
primarios proeminentes presentes, direito 362-365 e esquerdo 323-381 de comprimento.
Es6fago longo, 1,02 (ambos os especimes). Bulbo esofagico presente, bem, mas nédo
fortemente desenvolvido, 254-309 de comprimento. Esofago e bulbo ambos revestidos
de celulas de coloracdo densa. Distancia da bifurcacao cecal a extremidade anterior 1,43-
1,6 mm (23% do comprimento do corpo). Os cecos se estendem e podem sobrepor ao
nivel da margem anterior do acetabulo, ligeiramente sinuosos.

Os dois testiculos sdo irregulares em contorno, ligeiramente recuados,
aproximadamente oval-alongado, mais ou menos simétricos, cada um sobrepondo a
regido anterior do ceco adjacente; direito 831-1000 de comprimento e 477-543 de
largura; esquerdo 827—1.020 de comprimento e 528-631 de largura. Saco do cirro grande,
postero-dorsal para poro genital, contém vesicula seminal interna (parte proximal) e
células prostaticas (parte distal); vesicula seminal externa postero-lateral a ela. Ventosa
genital verdadeira ausente. Poro genital pré-bifurcal no nivel do bulbo esofagico (pode
estar deslocado da posicdo mediana); cercado por uma elevada prega genital contendo
células de coloracao densa.

Ovério ovoide, mediano, préximo e anterior a terminacdo cecal e anterior a
margem anterior do acetabulo, 238 de comprimento por 274-347 de largura. Glandula de
Mehlis dorsal ao ovario, um pouco maior em extensdo. Canal de Laurer e receptaculo
seminal uterino ndo observados. Utero cheio de ovos preenche o espacgo intercecal,
sobrepde-se a parte posterior do ceco. Ovos colapsados, quase nenhum mensuravel,
orgdos femininos proximais e obscuros. Foliculos vitelinicos em grande parte em dois
campos restritos ao nivel e sobreposicdo de extremidades cecais e margem anterior
acetabulo; poucos foliculos invadem a linha média. Vesicula excretora e poros ndo
observados.

23



Figura 3. lquitostrema papillatum coletado em Hassar orestis. A, holétipo, vista ventral
(observa-se o acetabulo com papilas na superficie luminal). B, faringe, vista ventral
(paréatipo); C, ductos terminais, vista ventral (hol6tipo).

4. Discussao

O Peru tem uma das mais extensas faunas de peixes, porém esta fauna foi pouco
estudada para o conhecimento da diversidade de parasitos em relacdo a outras regides
geogréficas. Muito mais esforcos sdo necessarios para compreender sua verdadeira
diversidade parasitaria e fornecer um guia para mais estudos. Até hoje, trematodeos de
peixes dulcicolas e outros grupos de parasitos tém sido pouco explorados. Atualmente,
28 especies de digenéticos em peixes dulcicolas foram relatadas no pais (CHOUDHURY
et al., 2016; LUQUE et al., 2016b). No presente contexto, trés espécies em dois novos
géneros de cladorquiideos foram descritas a partir de Siluriformes da Amazonia peruana,
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aumentando assim o numero de espécies desses paranfistomoides de peixes neotropicais
para 35 espécies em 24 géneros, em comparacdo com os registros de Choudhury et al.
(2016).

O presente estudo aumenta o nimero de cladorquiideos de peixes no Peru pelo
acréscimo de trés novas espécies em dois novos géneros (um monotipico) e isso
simplesmente enfatiza a fato de que, até o momento, os cladorquiideos ndo foram
estudados com detalhes na bacia amazo6nica peruana, onde apenas duas espécies foram
previamente reportadas. A maioria dos géneros relatados em peixes da América do Sul é
monotipica (THATCHER, 2006) porque as caracteristicas morfologicas de suas espécies
tipo sdo muito distintivas. Isto também se aplica aos dois géneros propostos no presente
estudo, que possuem algumas caracteristicas significativas, como a presenca de uma
ventosa acessOria no acetabulo, presenca de um acetabulo macico com papilas na
superficie luminal e testiculos simétricos que cobrem o ceco perto do arco cecal. No
entanto, futuros estudos moleculares podem revelar se o conceito atual de géneros
monotipicos ou pobres em espécies de cladorquiideos corresponde as inter-relacdes
destes parasitos.

Cladorquiideos foram relatados em cinco ordens de peixes na América do Sul
(Characiformes, Gymnotiformes, Perciformes, Salmoniformes e Siluriformes), e em
peixes onivoros, carnivoros e herbivoros (THATCHER, 2006; LOPES et al., 2011;
FROESE; PAULY, 2018). A maioria desses parasitos ocorre em Characiformes, onde 23
espécies de 17 géneros ja foram relatadas neste grupo de hospedeiros. Somente 13
espécies de 10 géneros foram relatadas em peixes Siluriformes, incluindo as novas
espécies descritas neste estudo. Este € o primeiro registro de um cladorquideo em
Pseudopimelodidae. Entre os Siluriformes, os doradideos s&o os principais hospedeiros
de cladorquiideos (THATCHER, 2006). Siluriformes tém sido pouco estudados, embora
eles sejam muito comuns na bacia do rio Amazonas.
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Capitulo 11

Primeiro estudo filogenético molecular de digenéticos cladorquiideos (Digenea:
Paramphistomoidea) parasitos de peixes neotropicais, incluindo descri¢des de trés
novas espécies e novos registros geograficos e de hospedeiros
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Resumo

A primeira analise molecular das relacdes filogenéticas de trematddeos cladorquiideos
(Paramphistomoidea) de peixes dulcicolas baseados em sequéncias 28S rDNA, ITS2
rDNA e coxl mtDNA revelou as subfamilias Dadayiinae e Kalitrematinae como néo-
monofiléticas, enquanto que o género Dadaytrema representado por trés espécies é
monofilético. Uma lista de 15 espécies de cladorquiideos encontrados em peixes
Characiformes, Perciformes e Siluriformes na Regido Neotropical (Brasil e Peru) € dotada
de inimeros novos registros geograficos e de hospedeiros, e primeiras fotos de MEV de
sete especies. Duas novas espécies de Dadayinae e uma nova especie de Kalitrematinae
sdo descritas. Microrchis sp. de Pimelodella cristata, Tetranematichthys quadrifilis e
Pterodoras granulosus no Brasil e Peru difere de todos os trés congéneres em que 0S
testiculos sdo diretamente tandem, ndo obliquos e 0 ovario, situado entre as extremidades
cecais, € amplamente separado dos testiculos. Pronamphistoma sp. de Heros sp. no Brasil
pode ser distinguida do tipo e Unica espécie conhecida, P. cichlasomae Thatcher, 1992,
pela auséncia da expansdo anterior em forma de colar (presente na espécie-tipo), a
presenca de sacos faringeanos extramurais ao invés de intramurais e no desenvolvimento
incomum da série de fibras musculares circulares externas dorsais e ventrais no acetabulo.
Pseudocladorchis sp. de Pterodoras granulosus, Brachyplatystoma vaillantii,
Calophysus macropterus, Megalodoras uranoscopus e Oxydoras niger no Brasil e Peru,
é mais semelhante a P. nephrodorchis, mas difere na forma de testiculos (de forma
irregular versus reniforme na Gltima espécie) e tamanho do ovario (tdo grande quanto ou
maior que os testiculos na nova espécie). O diagnostico genérico de Pronamphistoma
Thatcher, 1992 foi emendado.

Palavras-chave: Trematoda, novas espécies, MEV, 28S rDNA
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Abstract

First molecular assessment of phylogenetic relationships of cladorchiid trematodes
(Paramphistomoidea) from freshwater fishes based on 28S rDNA, ITS2 and coxl
sequences reveals the subfamilies Dadayiinae and Kalitrematinae as non-monophyletic,
whereas Dadaytrema represented by three species is monophyletic. An annotated list of
15 species of cladorchiids found by the present authors in characiform, perciform and
siluriform fishes in the Neotropical Region (Brazil and Peru) is provided with numerous
new host and geographical records, and first scanning electron micrographs of seven
species. Two new species of dadayine and one new species of kalitrematine trematodes
are described. Microrchis sp. from Pimelodella cristata, Tetranematichthys quadrifilis
and Pterodoras granulosus in Brazil and Peru differs from all three congeners in that the
testes are directly tandem, not oblique, and that the ovary, situated between the caecal
ends, is widely separated from the testes. Pronamphistoma sp. from Heros sp. in Brazil
can be distinguished from the type and only known species, P. cichlasomae Thatcher,
1992, by the absence of the anterior collar-like expansion (present in the type species),
the presence of extramural rather than intramural pharyngeal sacs, and the unusual
development of the dorsal and ventral exterior circular muscle fibre series in the
acetabulum. Pseudocladorchis sp. from Pterodoras granulosus, Brachyplatystoma
vaillantii, Calophysus macropterus, Megalodoras uranoscopus and Oxydoras niger in
Brazil and Peru, is most similar to P. nephrodorchis but differs in the shape of testes
(irregular in shape versus reniform in the latter species) and size of the ovary (as large as,
or larger than, the testes in the new species). Generic diagnosis of Pronamphistoma
Thatcher, 1992 was amended.

Keywords: Trematoda, new species, SEM, 28S rDNA
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1. Introducéo

Paramphistomoidea Fischoeder, 1901 é uma superfamilia de digenéticos de
distribuicdo cosmopolita caracterizados pela auséncia da ventosa oral e pela posigéo
posterior do largo acetdbulo. Eles constituem um dos mais importantes grupos de
helmintos parasitos de ruminantes que possuem um amplo espectro de hospedeiros
definitivos, juntamente com uma ampla distribuicdo geografica (SEY, 2005).

Esses digenéticos estdo classificados em 12 familias e sdo encontrados em todos 0s
grupos de vertebrados, sendo mais comum em peixes de agua doce e salobra (JONES,
2005a). Vérias espécies de diferentes familias de Paramphistomoidea tem importancia
veterinaria, especialmente membros de Paramphistomidae Fischoeder, 1901 e
Gastrothylacidae Stiles & Goldberger, 1910, que sdo causadores da paranfistomiase, uma
doenca coletiva entre os ruminantes (SANABRIA; ROMERO 2008).

Na América do Sul, espécies de Cladorchiidae Fischoeder, 1901, Diplodiscidae
Cohn, 1904 e Zonocotylidae Yamagute, 1903 sdo parasitos de peixes de dgua doce, sendo
que os cladorquiideos sdo o segundo grupo com maior riqueza de espécies de trematddeos
parasitos peixes continentais (THATCHER 2006). A maioria das espécies foi descrita na
bacia do Rio Amazonas, especialmente no Brasil (THATCHER, 2006). Até entdo, 35
espeécies de cladorquiideos foram descritas em 24 géneros parasitando peixes dulcicolas
na América do Sul (CHOUDHURY et al. 2016; PANTOJA et al. 2018), mas a validade
de algumas espécies devem ser confirmadas, devido a descri¢cBes insuficientes e/ou
baseadas em material de baixa qualidade, frequentemente, espécimes fortemente
achatados, contraidos ou decompostos. A maioria dos estudos sobre cladorquiideos tem
sido limitada a descri¢cdes morfoldgicas sem o uso de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) para documentar detalhes da superficie corpérea. Estudos moleculares e
filogenéticos sdo escassos e quase exclusivamente limitados aos taxons de importancia
veterinaria, por exemplo, espécies de Paramphistomidae (LAIDEMITT et al. 2010;
LOTFY et al. 2010; SOKOLOV et al. 2016; VELEZ et al. 2018). Em contrate, nio ha
dados moleculares de cladorquiideos parasitos de peixes da Regido Neotropical para
analisar suas inter-relagdes. O monofiletismo das subfamilias de cladorquiideos, até
entdo, ndo havia sido testado usando abordagens moleculares.

Durante um estudo de helmintos parasitos de peixes dulcicolas no Brasil e no Peru
entre 2004 e 2018, foi coletado um extenso material de trematddeos cladorquiideos. Além
de trés novas espécies de dois novos géneros que foram recentemente descritas por
Pantoja et al., (2018) da Amaz6nia peruana, 0 novo material contém outras trés novas
espécies que sdo descritas neste capitulo e numerosos novos registros geogréaficos e de
hospedeiros. Além disso, 0 novo material nos permitiu fazer a primeira tentativa de
avaliar as relacGes filogenéticas dentre os membros desta familia usando trés marcadores
moleculares diferentes. Micrografias eletrénicas de varredura de varios taxons também
sdo fornecidas pela primeira vez para documentar detalhes desses trematddeos de
morfologia peculiar.

2. Material e Métodos

2.1.Coleta de Material
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Os peixes foram coletados por pescadores locais ou comprados nos mercados de
peixe em Belém, Iquitos, Regido de Loreto, Peru, em 2004 - 2006, 2008, 2009, 2011 e
2018, e de varias localidades no Brasil (Amapa, Mato Grosso do Sul, Para, Parana,
Rondo6nia e Tocantins, nas Bacias do Amazonas, Atlantico Nordeste Ocidental e Parana)
entre 2013-2017. Eles foram examinados com o auxilio de microscopico estereoscopio
para coleta dos parasitos. Os parasitos coletados foram lavados em solucédo salina e
fixados em formalina aquecida (4%) ou em etanol absoluto para estudos moleculares. Os
espécimes fixados em formalina aquecida foram transferidos para etanol 70% para
posteriores estudos morfologicos. Nomenclatura e classificacdo dos hospedeiros foram
feitas seguindo Froese & Pauly (2018).

2.2.Analise morfoldgica

Os espécimes fixados em formalina aquecida foram corados com Carmalimem de
Mayer e foram desidratados em uma série ascendente de concentracOes etilicas.
Posteriormente, foram clarificados com eugenol (6leo de cravo) e montados em balsamo
do Canada em laminas permanentes.

Os desenhos foram feitos usando um tubo acoplado no microscépio BX51
Olympus. As medidas foram feitas usando o software cellSens Dimension adaptado ao
microscopio Olympus SZX16 e foram dadas em micrémetros, exceto quando indicado de
outra forma; dados métricos foram dados com o intervalo seguido pela média entre
parénteses.

Os espécimes para observacGes de microscopia eletronica de varredura (MEV)
foram preparados usando a metodologia proposta por Kuchta e Caira (2010) e examinadas
com um microscopio eletrénico de varredura de emissdo de campo JEOL JSM-7401F
(JEOL Ltd., Toquio, Japdo) no Instituto de Parasitologia da Republica Tcheca.

Para comparacdo, tipos e vouchers de cladorquiideos depositados na colecdo do
Instituto Nacional de Pesquisas do Amazonas (INPA), Manaus, Brasil, foram estudados
(Ver lista dos espécimes estudados em Pantoja et al., 2018). Alguns tipos e vouchers de
espécimes de cladorquiideos coletados por J. Natterer na Amazbnia brasileira,
posteriormente descritos por K. M. Diesing e depositados no Museu de Histdria Natural
de Viena (Zoologisches Museum Wien -ZWM) também foram estudados.

Holdbtipos e paratipos dos novos tadxons propostos aqui serdo depositados
futuramente na Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro
(CHIOC), Brasil, considerando que outros paratipos serdo depositados na Colecdo do
Centro de Biologia da Academia de Ciéncias da Republica Tcheca (IPCAS), Museu de
Historia Natural, Genebra, Suica (MHNG-PLAT) e Museu de Histéria Natural em
Londres, Reino Unido (NHMUK).

2.3.Analise molecular

2.3.1. Extracdo, amplificacédo e sequenciamento de DNA

O DNA total foi isolado de cada espécime individualmente fixado em etanol
absoluto. Cada amostra foi colocada em 200 microlitros de Chelex® contendo 0,1 mg/ml
de proteinase K (Promega), seguido de incubacgéo de 56°C por 3 horas, aguecimento em
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90°C por 8 minutos e centrifugacdo a 14.000rpm por 10 minutos (ver Tabela 1 para uma
lista de amostras sequenciadas).

A regido intergénica 1TS2 do DNA ribossomal foi amplificada usando os
primers GA1l [5-AGA ACA TCG ACA TCT TGA AC-3] (ANDERSON; BARKER
1998) e BD2 [5-TAT GCT TAA ATT CAG CGG GT3] (LUTON et al. 1992). O volume
final da reagdo de PCR foi de 25 pl, sendo 2,5 pl de tampao de reagcdo menos Mg (10X),
1,5 ul de MgCl12 (50mM), 2 ul de NTP’s (2,5mM), 1.5 ul de cada primer (10mM), 0.2
de unidade de Taqg DNA polimerase (5 unidades por 1 microlitro), 13,8 ul de H20 e 2,5
ul de DNA extraido. As amostras foram colocadas no termociclador (Mastercycler
Personal-Eppendorf) e submetidas ao parametro de amplificacdo proposto por Lofty et
al. (2010).

A regido 28S do DNA ribossomal foi amplificada usando os primers digl2 (5-
AAG CAT ATC ACT AAG CGG-3) e LO[5-GCT ATC CTG AG (AG) GAAACT TCG-
3] (TKACH et al. 2000). As concentrac¢des da reagdo de PCR foram as mesmas utilizadas
para ITS2. As amostras foram colocadas no termociclador (Mastercycler Personal-
Eppendorf) e submetidas ao parametro de amplificacdo proposto por Tkach et al. (2000).

A regido codificante da subunidade I da citocromo oxidase (cox-1 mtDNA) foi
amplificada usando os primers JB3 [5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3] e JB4
[5-TAAAGAAAGAACATAAGTAAAATG-3] (BOWLES et al., 1992). O volume final
da reacdo de PCR foi de 25 pl, sendo 2,5 pl de tampao de reagdo menos Mg (10X), 1,5 pl
of MgCl, (50 mM), 1, 5 ul of ANTP’s (2.5 mM), 1.5 ul de cada primer (10 mM), 0.25 ul
de Platinum Taq DNA polymerase (5 U/ul), 14.25 ul de H2O e 2 pl de DNA genomico.
As amostras foram colocadas no termociclador (Mastercycler Personal-Eppendorf) e
submetidas ao parametro de amplificagdo proposto por UTUK e PISKIN (2012).

O produto da PCR foi visualizado com Sybergreen (Invitrogen, Eugene, EUA)
em gel de agarose a 1,5%. Todos os produtos amplificados durante a PCR foram
purificados com o Kit Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life Sciences, UK) seguindo as
instrugOes do fabricante.

A partir dos produtos purificados foram realizadas as reac6es de sequenciamento
de DNA com o conjunto de diagndstico ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems-Perkin Elmer), como segue: 1.5 pl
de Big Dye, 1.25 ul de tampao, oligonucleotideos iniciadores na concentragdo de 3.2
pmol/ul, 2.5ul de produto da PCR purificado e agua para completar a reagdo para o
volume final de 10 pl. A reagdo foi submetida ao mesmo ciclo de sequenciamento e depois
sequenciadas ambas as fitas com o uso do sequenciador de DNA automatico MegaBACE
(GE Healthcare Life Sciense). Os contiguos das sequéncias foram alinhados por
correspondéncia nucleotidica e as regides complementares aos iniciadores foram
excluidas.

2.3.2. Analise filogenética

As sequéncias obtidas neste estudo e as obtidas no GenBank foram alinhadas
usando o algoritmo E-INS-I do programa MAFFT (KATOH; STANDLEY 2013)
implementado no Geneious™ versdo 8.1.4. Os alinhamentos foram analisados pelos
métodos de Inferéncia Bayesiana (Bl) e Maxima Verossimilhanca (ML) empregando o
modelo de substituicdo de nucleotideos que foi calculado no programa jModelTest
v2.1.10 (DARRIBA et al., 2012). Para a analise 28S rDNA, o modelo de substituicdo de

34



nucleotideos foi GTR + | + G. Na analise do cox1 mtDNA, o modelo de substituicdo de
nucleotideos foi GTR + G e para a andlise de ITS2, o modelo de substituicdo de
nucleotideos foi K80 + G. A melhor estimativa de ML foi obtida a partir de 100 buscas
no programa GARLI ver. 2.01 (ZWICKL, 2006) usando configuragdes padréo. O suporte
nodal foi avaliado executando pesquisas em arvore em cada uma das 100 réplicas de
bootstrap no GARLLI. Arvore de Bl foi construida usando MrBayes ver. 3.2 (RONQUIST
et al. 2012) executando dois MC3 independentes de 4 cadeias (uma fria, trés aquecida)
por 5 milhdes de geragdes (ngen =5.000.000), topologias de arvore de amostragem a cada
1.000? geracdo (samplefreq = 1.000) e as primeiras 500 amostras foram descartados como
burn-in (burninfrac = 0,10). Tracer v.1.6 (RAMBAUT et al. 2014) foi usado para verificar
a convergéncia e a mistura de diferentes parametros e para confirmar que o tamanho
efetivo da amostra (ESS) de cada parametro era adequado para fornecer estimativas
razoaveis da variancia nos parametros do modelo (ie VValores de ESS> 200).

O diplodiscideo Diplodiscus subclavatus (Pallas, 1760) (AY222212) foi usado
como grupo externo para analise de 28S rDNA. Sequéncias do cladorquideo Amurotrema
dombrowskajae Achmerow, 1959 (KT321869) obtida no GenBank e sequéncias geradas
neste trabalho dos cladorquiideos Helostomatis cf. helostomatis MacCallum, 1905 da
Tailandia e Pisciamphistoma stunkardi (Holl, 1929) dos EUA foram analisadas.
Diplodiscus mehrai Pande, 1937 (GU735639) foi usado como grupo externo para a
analise de ITS2 rDNA. Arvore filogenética para os dados de cox1 mtDNA foi gerada sem
grupo externo.
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Tabela 1. Lista de paranfistomoides cujas sequéncias foram utilizadas para analises e sequéncias de cladorquiideos obtidas no presente estudo

coletados no Brasil e no Peru.

Espécie Familia Hospedeiro Pais Colegéo
Amurotrema dombrowskajae Cladorchiidae Ctenopharyngodon idella KT321869 Russia

Cladorchiidae gen. sp. Cladorchiidae Metynnis lippincottianus Brasil PAIAQOGT
Cladorchiidae gen. sp. Cladorchiidae Tetranematichthys quadrifilis Brasil PAIAOla
Dadaytrema gracile Cladorchiidae Pimelodella gracilis Brasil BRMS99a
Dadaytrema gracile Cladorchiidae Pimelodella megalura Brasil BRMS04a
Dadaytrema gracile Cladorchiidae Pimelodus blochii Brasil BRRO61a
Dadaytrema gracile Cladorchiidae Pimelodus fur Brasil BRMS42b
Dadaytrema minimum Cladorchiidae Pimelodus sp. Brasil BRTO23c
Dadaytrema minimum Cladorchiidae Ptrodoras granulosus Peru Pl44a
Dadaytrema minimum Cladorchiidae Tocantinsia piresi Brasil BRX58a
Dadaytrema oxycephalum Cladorchiidae Pterodoras granulosus Brasil BRPR77b
Dadaytrema oxycephalum Cladorchiidae Pterodoras granulosus Brasil BRMS45b
Dadaytrema oxycephalum Cladorchiidae Pygocentrus nattereri Brasil BRMS54a
Doradamphistoma parauchenipteri

n. comb Cladorchiidae Brachyplatystoma vaillantii Brasil AMP59a
Doradamphistoma parauchenipteri

comb. nov. Cladorchiidae Trachelyopterus galeatus Brasil BRPR84c
Doradamphistoma parauchenipteri

comb. nov. Cladorchiidae Trachelyopterus galeatus Peru P1803a
Doradamphistoma bacuensis Cladorchiidae Megalodoras uranoscopus Brasil PAX76a
Doradamphistoma bacuensis Cladorchiidae Megalodoras uranoscopus Peru P1324b
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Doradamphistoma bacuensis
Goeldamphistomum peruanum
Helostomatis cf. helostomatis
Iquitostrema papillatum
Pseudocladorchis nephrodorchis
Pseudocladorchis nephrodorchis
Pseudocladorchis nephrodorchis
Pseudocladorchis sp.
Pseudocladorchis sp.

Diplodiscus subclavatus
Calicophoron microbothrium

Cladorchiidae
Cladorchiidae
Cladorchiidae
Cladorchiidae
Cladorchiidae
Cladorchiidae
Cladorchiidae
Cladorchiidae
Cladorchiidae
Diplodiscidae

Platydoras costatus
Duopalatinus peruanum
Labiobarbus siamensis
Hassar orestis
Myloplus rubripinnis
Serrasalmus manuelli
Tometes kramponhah
Oxydoras niger
Pterodoras granulosus
Rana ridibunda

Paramphistomidae Bulinus forskalii

Peru
Peru
Tailandia
Peru
Brasil
Brasil
Brasil
Peru
Peru
Bulgaria
Tanzania

AY222212
GU735639

PI1353a
P1403a
TH3
Pl46b
PAX44a
PAX61c
PAX42b
PEOX03
P1829a
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3. Resultados

A analise morfoldgica de numerosos espécimes de trematddeos cladorquiideos
encontrados em peixes dulcicolas no Brasil e no Peru coletados entre 2004 e 2018 revelou
a presenca de 15 espeécies, ndo considerando trés novas espécies descritas recentemente
por Pantoja et al. (2018). Destas 15 espécies, trés sdo novas para a ciéncia e sdo descritas
no presente capitulo. Uma lista de cladorquiideos previamente conhecidos esta disponivel
e fotos de microscopia eletronica de varredura foram fornecidas para sete espécies.

Além disso, sequéncias de 28S rDNA de 27 isolados de 12 espécies (duas nao
identificadas ao nivel genérico ou espécie), sequéncias de ITS2 rDNA de 12 isolados de
5 espécies e sequéncias de coxl mtDNA de 28 isolados de 10 espécies (trés ndo
identificados até o nivel genérico ou nivel de espécie). Um total de 1.073, 365 e 396 bases
nucleotidicas foi observado apds o alinhamento completo de 28S rDNA, ITS2 rDNA e
cox1 mtDNA, respectivamente.

Cladorquiideos encontrados em peixes dulcicolas do Brasil e do Peru (espécies
e subfamilias estdo listadas alfabeticamente, com os novos taxons listados primeiros.
Novos registros de hospedeiros sdo indicados por um asterisco).

Superfamilia Paramphistomoidea Fischoeder, 1901
Familia Cladorchiidae Fischoeder, 1901
Subfamilia Dadayiinae Fukui, 1929

Microrchis sp.
Figural. A

Descricdo baseada em cinco espécimes — medidas de espécimes a partir de hospedeiros
diferentes estéo na tabela 1.

Corpo alongado, com largura maxima no meio do corpo. Acetabulo com entalhe pdstero-
medial. Extremidade anterior afilada. Papilas tegumentares em torno da abertura oral,
estendendo-se ao nivel da faringe. Faringe com apenas esfincter anterior e sacos
intramurais primarios pareados. Es6fago sinuoso, com fibras musculares moderadamente
desenvolvidas por toda parte. Bulbo esofagico alongado delgado presente, muitas vezes
lateralmente inclinado. Cecos ligeiramente sinuosos; suas extremidades ndo se
aproximam do acetabulo. Testiculos intercecais, diretamente tandem, ndo contiguos, sub-
esféricos a transversalmente ovais. Saco do cirro imediatamente pos-bifurcal, oval,
contém vesicula seminal interna e células prostaticas (parte distal). Poro genital
imediatamente pos-bifurcal, rodeado por tecido glandular. Ovario entre as extremidades
cecais, ovoide, geralmente maior que os testiculos. Canal de Laurer ndo observado.
Foliculos vitelinicos em campos laterais do nivel do testiculo posterior ao do ovéario. O
utero de espécimes pequenos forma uma al¢a descendente que invade lateralmente o nivel
de extremidades cecais; alga ascendente principalmente intercecal, preenchendo o espaco
intercecal e intertesticular; em espécimes maiores, as alcas descendente e ascendente
tendem a invadir o ceco. Ovos numerosos. Vesicula excretora e ductos ndo observados.
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Hospedeiros: Pimelodella cristata (Muller & Troschel) (Siluriformes: Heptapteridae),
Tetranematichthys quadrifilis (Kner) (Siluriformes: Auchenipteridae); Pterodoras
granulosus (Valenciennes) (Siluriformes: Doradidae).

Localidades: Rio Marapanim, lgarapé-acu, Pard, Brasil (01°07'44 "'S; 47°37'12" O) e
Iquitos, Regido de Loreto, Peru (bacia do rio Amazonas) (03°45'60 "'S; 73°14'44" O).
Sitio de infeccéo: intestino.

Parametros de infeccdo: P. cristata (Brasil): Um peixe infectado com um digenético de
dois peixes examinados, ou seja, 1/2 (1); P. cristata (Peru): 1/2 (1); P. granulosus (Peru):
1/32 (2); T. quadrifilis (Brasil): 1/2 (3).

Sequéncias de DNA representativas: N&o disponivel.

Material estudado: Um espécime coletado em Pimelodella cristata (Miller & Troschel)
(PAIA 49) e um em Tetranematichthys quadrifilis (Kner, 1858) (PAIA 01 — IPCAS D-
790/2), rio Maracana em lgarapé-acu, Para, Brasil, 15/07/2016, coletado por A. Pereira e
C. Pantoja; um coletado em P. cristata (Pl 183 — IPCAS D-790/1) e trés em Pterodoras
granulosus (Valenciennes) (Pl 1000, 1001), lquitos, Loreto, Peru, 13/04/2005 e
19/04/2018, coletado por T. Scholz.

Diagnose diferencial: A nova espécie é colocada em Microrchis com base na combinacao
da faringe que tem os sacos intramurais e um esfincter anterior, caracteristico do tipo
"microrchis" de Nasmark (1937), um bulbo esofégico presente, as extremidades do ceco
ndo se aproximam do acetabulo, os testiculos sdo inteiros e subesféricos, o poro genital é
proximamente pos-bifurcal, o Gtero forma extensas alcas descendentes, os campos dos
foliculos vitelinos ndo se estendem anteriormente ao testiculo anterior nem atingem as
extremidades cecais. Todas as quatro espécies tém um entalhe posteromedial na borda
posterior do acetabulo.

O género foi proposto por Daday (1907) para acomodar Microrchis megacotyle
(Diesing, 1836) (sin. Amphistoma megacotyle Diesing, 1836; espécie tipo) e Microrchis
ferrumequinum (Diesing, 1836) (sin. Amphistoma ferrumequinum Diesing, 1836) (Daday
1907). A terceira espécie, Microrchis oligovitellum Lunaschi, 1987, foi descrita a partir
de Luciopimelodus pati (Valenciennes) e Trachycorystes striatulus (Steindachner) na
Argentina por Lunaschi (1987).

A nova espécie difere das trés espécies conhecidas de Microrchis porque 0s
testiculos séo diretamente tandem, ndo obliquos e o ovario situado entre as extremidades
cecais é amplamente separado dos testiculos. Difere ainda de M. megacotyle e M.
ferrumequinum porque o ovario é maior que os testiculos, um carater que compartilha
apenas com M. oligovitellum, que €, no entanto, a Unica espécie descrita com poro genital
bifurcal em vez de estreitamente pos-bifurcal. Foliculos vitelinicos restritos a dois campos
laterais muito curtos cobrindo ceco, logo depois do nivel do ovario, e as alcas uterinas
que se estendem através do ceco ao longo do seu comprimento. Em M. megacotyle, o
utero é inteiramente intercecal e em M. ferrumequinum estende-se um pouco além do
nivel das extremidades cecais, mas € intercecal. A nova espécie difere ainda mais de
ambas em ter campos dos foliculos vitelinos mais restritos, que ndo se estendem
anteriormente ao nivel do testiculo posterior. Estes espécimes sao, portanto, considerados
Novos.

Comentarios: A nova espécie ocorre em peixes de duas familias diferentes de

Siluriformes de duas bacias hidrograficas da América do Sul, ou seja, 0s rios Amazonas
e Marapanim. Yamaguti (1958) propds a subfamilia Microrchiinae para Microrchis
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Daday, 1907 e Travassosinia Vaz, 1932. Reconhecida por Sey (1988, 1991), a subfamilia
foi posteriormente sinonimizada com Dadayiinae Fukui, 1929 por Jones (2005b).
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Tabela 2. Medidas (em micrémetros) de Microrchis sp. a partir de diferentes hospedeiros coletados no Brasil e no Peru.

Hospedeiro Pimelodella cristata (hospedeiro tipo)  Pterorodoras granulosus Tetranematichthys quadrifilis
Pais Brasil Peru Brasil
Numero de espécimes 2 1 1
Comprimento total (mm) 2.16-2.32 1.58 1.20
Largura maxima 436605 389 215
Comprimento do acetabulo 461-471 299 300
Largura do acetabulo 347-379 300 230
Comprimento da faringe 172-191 86 114
Largura da faringe 145-152 94 106
Saco faringeano (direito) 32 38 22
Saco faringeano (esquerdo) 32-35 40 20
Comprimento do esdfago 232-374 411 210
Bulbo esofagico 63-73 97 68
Extremidade anterior até 458-475 420 265
bifurcagéo cecal

Ceco (direito) (mm) 1.05-1.17 0.88 0.56
Ceco (equerdo) (mm) 1.15-1.19 0.97 0.59
Comp. testiculo anterior 103-107 126 39
Larg. testiculo anterior 96-136 126 35
Comp. testiculo posterior 99-120 110 52
Larg. testiculo posterior 128-177 96 40
Comp. ovario 165-186 92 85
Larg. ovério 165-186 96 74
Ovos colapsados colapsados colapsados
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Pronamphistoma sp.
Figura l. B

Descri¢do baseada em seis espécimes, sendo quatro maduros.

Corpo minusculo, 814-1035 (947; n = 6) longo, afilado anteriormente, com largura
maxima 277-347 (310; n = 4) na regido pré-acetabular. Acetabulo quase tao largo quanto
0 corpo, com 185-243 de comprimento e 262-307 de largura, com concentragdes
semelhantes a arco de fibras musculares circulares externas ventrais e dorsais fortemente
desenvolvidas, arqueando-se na linha média nas regides anterior e posterior do acetabulo.
Abertura oral terminal. A faringe tem 83-100 de comprimento e 5771 de largura, com
sacos faringeanos extramurais primarios pareados, direito 56-83 de comprimento,
esquerdo 57-79 de comprimento, cada um ligeiramente mais volumoso que a faringe.
Esb6fago de comprimento médio, 83-164, flexionado. Bulbo esofégico presente, 52-59 de
comprimento. Fibras musculares claramente visiveis no esdéfago e no bulbo; ambos
delicados, mas bem desenvolvido. Os cecos razoavelmente retos, largos, as extremidades
geralmente se sobrep6em a borda anterior do acetabulo ou podem nédo conseguir alcanca-
lo; Ceco direito 420-562 de comprimento, ceco esquerdo 410-595 de comprimento.
Testiculos no terco médio do corpo, intercecais, arredondado, inteiros, geralmente muito
ligeiramente obliquo, em tandem contiguo, testiculo anterior de 95 a 215 de comprimento
e 98 a 249 de largura, testiculo posterior de 116 a 214 de comprimento e 116 a 268 de
largura. Saco do cirro presente, arredondado, contém vesicula seminal interna. Poro
genital imediatamente poés-bifurcal, mediano, rodeado por tecido glandular. Ovario
arredondado, 41-93 de comprimento e 50-56 de largura, mediano ou submediano,
ligeiramente anterior ao nivel das extremidades cecais e ndo tdo proximo ao acetabulo,
contiguo com o testiculo posterior ou ndo. A glandula de Mehlis parece ser pdstero-dorsal
ao ovario. Canal de Laurer ndo obervado. Foliculos vitelinicos em campos laterais ao
longo do ceco, aproximadamente do nivel intertesticular, quase até as extremidades
cecais; os foliculos invadem a linha média ao nivel do complexo ovariano, tornando-se
confluentes. Utero de paredes finas de dificil visualizagio; espécimes gravidos contendo
de 2 a 9 ovos grandes em nivel do ovario e do testiculo posterior. Vesicula excretora e
poro excretor ndo observados.

Hospedeiro: Heros sp. (Perciformes, Cichlidae).

Localidade: Rio Marapanim, lgarapé-acu, Para, Brasil (01°07'44 "'S; 47°37'12" O).
Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccéo: 1/5 (8).

Sequéncias de DNA representativas: N&o disponivel.

Diagnose diferencial: A nova espécie foi colocada em Pronamphistoma Thatcher, 1992,
que foi proposto para o tipo e, até 0 momento Unica espécie, P. cichlasomae Thatcher,
1992, descrita por Thatcher (1992) de Heros severus Haeckel no Brasil (Rondonia).
Embora os presentes espécimes se assemelhem a P. cichlasomae, eles diferem
significativamente desta espécie, cujo holotipo e paratipos (INPA 454 e 455a-j) foram
estudados. As semelhangas incluem o pequeno tamanho do corpo, testiculos intercecais
(figurados como levemente obliquos em tandem por Thatcher 1992), poro genital pds-
bifurcal, ovario préximo ao testiculo posterior € 0 pequeno nimero de ovos relativamente
grandes.
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As diferencas entre a nova espécie e P. cichlasomae sdo a auséncia da expansao
anterior em forma de colar descrito nas espécies-tipo, a presenca de sacos faringeanos
extramurais ao invés de intramurais e o desenvolvimento incomum de fibras musculares
circulares dorsais e ventrais no acetdbulo da nova espécie. Além disso, a configuracdo em
leque dos foliculos vitelinicos descrito por Thatcher (1992) ndo foi observada nos
presentes espécimes, nos quais os foliculos se estendem ao longo do ceco em campos
laterais, com alguns invadindo a linha média ao nivel do complexo ovariano tornando-se
amplamente confluentes. A expanséo anterior em forma de colar descrita por Thatcher
(1992) é visivel em alguns, mas ndo em todos o0s espécimes da série tipo, mas parece ser
uma caracteristica genuina consistentemente presente na maioria.

Expans0es tipo colar proximas a extremidade anterior em varios cladorquiideos
foram tratadas em nivel genérico por varios autores e parecem ser uma caracteristica
consistente nos taxons em que foram descritos. Esse caractere ndo foi visto em nossos
espécimes.

Thatcher (1992) descreveu os sacos faringeanos em P. cichlasomae como
intramurais, mas eles sdo claramente extramurais em nossos espécimes. Ele descreveu o
esdfago como curto, mas pode ter sido flexionado e parcialmente ocultado pela faringe.
O desenvolvimento de fibras musculares circulares dorsais e ventrais observadas no
acetabulo de nossos espécimes ndo foi mencionado por Thatcher (1992), mas pode nédo
ter sido observado ou considerado por ele. Ao comparar nossos espécimes com as
montagens de laminas da espécie tipo P. cichlasomae, estamos cientes de que a qualidade
esta inferior a ideal e isso torna dificil fazer compara¢Bes tdo completas quanto
desejariamos. No entanto, consideramos que os caracteres diferenciais apresentados
acima justificam o status de uma nova espécie para 0s presentes especimes.

Comentarios: Devido a adigdo de outra espécie ao género anteriormente monotipico, o
diagnostico genérico de Pronamphistoma requer a altera¢fes apresentadas abaixo.

Pronamphistoma Thatcher, 1992

Diagnose genérica alterada: Corpo pequeno, conico anteriormente; largura maxima na
regido pré-acetabular. Expansao do tipo colar anterior presente ou ausente. Acetabulo sem
entalhe postero-medial na borda posterior; série de fibras musculares dorsal e ventral bem
desenvolvidas ou ndo na parte exterior. Abertura oral terminal. Faringe com sacos
faringeanos primarios pareados intra ou extramurais. Bulbo esofagico presente. Cecos
largos, atingindo o acetabulo ou ndo. Testiculos ovoides, inteiros, intercecais no tergo
médio do corpo, contiguos, obliquamente tandem. Saco do cirro, contendo vesicula
seminal interna. Poro genital proximamente pés-bifurcal, rodeado por tecido glandular.
Ovério arredondado ou esférico, mediano ou submediano, logo anterior as extremidades
cecais, contiguo com testiculo posterior ou ndo. Canal de Laurer ndo observado. A
glandula de Mehlis posterodorsal ao ovario. O Gtero contém poucos e grandes ovos.
Foliculos vitelinicos nos campos laterais ao longo do ceco, desde o nivel intertesticular,
quase até as extremidades cecais, amplamente confluentes ao nivel do ovario, ou formam
uma configuracdo em leque de cada lado. Vesicula excretora sacular. No intestino de
peixes ciclideos (Heros spp.), Brasil.
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Figura 1. Microrchis sp. de Pimelodella cristata (Miller & Troschel), Brasil; vista
ventral (A); Pronamphistoma sp. de Heros sp., Brasil; vista ventral (B).
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Dadayius marenzelleri (Daday, 1907) Fukui, 1929
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Sin. Amphistoma oxycephalum, Diesing (1836) (partim); Diplodiscus marenzelleri
Daday, 1907

Material estudado: material tipo (veja abaixo); trés espécimes de Trachelyopterus
galeatus (Linnaeus) (PA 146 - IPCAS D-792/1), Rio Marapanim, lgarapé-acu, Para,
Brasi, 31/07/2016, A. Pereira e C. Pantoja

Hospedeiro tipo: ‘Salmo sp.” (um peixe Characiforme, provavelmente, um
serrasalmideo).

Localidade tipo: Ndo mencionada explicitamente (Cuiaba, MT ou rio Parana, Brasil).
Série tipo: [aminas 980 e 984 da colecdo de Diesing (1836) no Museu de Historia Natural
de Viena (ZMW).

Outros hospedeiros: Mylossoma aureum (Spix & Agassiz) (Characiformes:
Serrasalmidae); Trachelyopterus galeatus (Linnaeus)* (Siluriformes: Auchenipteridae).
Sitio de infeccdo: intestino.

Taxa de infeccdo: T. galeatus: 1/27 (5).

Distribuicdo: Brasil (localidade tipo: ndo especificado; Rio Marapanim, lgarapé-agu,
Pard, Brasil - nova localidade).

Sequéncias de DNA representativas: N&o disponivel.

Comentérios: A espécie foi descrita como Diplodiscus marenzelleri por Daday (1907)
que encontrou uma mistura de espécies em duas laminas de Diesing (1836) de “Salmo
sp.” Ele diferenciou sua nova espécie da unica conhecida de peixe, Diplodiscus cornu
(Diesing), pela presenca de uma 'ventosa genital' (ausente em D. cornu). Os presentes
espécimes correspondem em sua morfologia, incluindo o tamanho total do corpo e o
tamanho relativo da faringe e da "ventosa genital”. De fato, ndo ha uma verdadeira
ventosa genital neste taxon nem em D. pacuensis (veja abaixo). A &rea ao redor do poro
genital é levemente elevada e glandular, mas ndo possui estrutura semelhante a uma
ventosa verdadeira.

Dadayius pacuensis Thatcher, Sey & Jégu, 1996
Figura 2. A-C

Material estudado: material tipo (veja abaixo); 50 espécimes coletados em Metynnis
lippincottianus (Cope), Rio Marapanim, lgarapé-acu, Parg, Brasil, 19/07/2016, A. Pereira
e C. Pantoja (IPCAS D-793/17?); cinco espécimes de M. lippincottianus, lquitos, Provincia
de Loreto, Peru, 16/04/2005, T. Scholz (IPCAS D-793/17?).

Hospedeiro tipo: Myloplus rubripinnis (Mduller & Troschel) (Characiformes:
Serrasalmidae).

Localidade tipo: Rio Jatapu, Amazonas, Brasil.

Serie tipo: Holdtipo INPA 203; paratipos INPA 203a —e.

Hospedeiros adicionais: Metynnis hypsauchen (Mller & Troschel), M. lippincottianus*,
Myloplus asterias (Miller & Troschel), Myloplus sp. (Characiformes: Serrasalmidae).
Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infec¢do: M. lippincottianus (Brasil): 12/16 (38; maximo 81 trematodeos);
M. lippincottianus (Peru): 1/1 (16).

Distribuicéo: Brasil (Rio Marapanim, lgarapé-acu, Para - nova localidade); Peru (lquitos,
Loreto - nova localidade).

Sequéncias de DNA representativas: Nao disponivel.
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Comentarios: O novo material coletado em Metynnis lippincottianus corresponde a D.
pacuensis incluindo seu holétipo (INPA 203) e paratipos (INPA 203b, e). Dadayius
pacuensis foi descrito de Myloplus rubripinnis por Thatcher et al. (1996) e diferenciado
do tipo e unica espécie, D. marenzelleri, pelo acetdbulo macico, faringe relativamente
grande, ventosa genital e tamanho corporal menor (metade do tamanho das espécies-tipo
- Thatcher et al. 1996). Esse acetabulo macico possui cristas transversais incompletas na
superficie luminal. Tanto D. marenzelleri quanto D. pacuensis foram descritos com essas
cristas, que Thatcher et al. (1996) considearam como um carater genérico. D. marenzelleri
foi ilustrado por Thatcher et al. (1996) com testiculos diretamente tandem. O tamanho
dos nossos espécimes de Metynnis lippincottianus é consistente com esta espécie, mas,
de acordo com o diagnostico genérico de Thatcher et al. (1996), tem uma ventosa genital
e ndo possui um saco do cirro. Um saco do cirro de parede fina foi observado nos
presentes espécimes e 0s testiculos sdo obliquamente em tandem.

No entanto, duas outras espécies em Dadayius, D. pacupeva Lacerda, Takemoto
& Pavanelli, 2003 e D. puruensis Lopes, Karling, Takemoto, Rossoni, Ferreira &
Pavanelli, 2011, foram descritas como desprovidas de cristas transversais visiveis
(LACERDA et al., 2003; LOPES et al., 2011). Nossos espécimes se assemelham a D.
pacupeva em ter testiculos obliguamente em tandem (descritos como tandem em D.
pacupeva, mas figurados como obliquamente tandem) e o ovario entre as extremidades
cecais, mas diferem no tamanho maior do acetabulo em relagdo ao corpo e a presenca de
cristas transversais na superficie luminal. O ceco alcanca ou quase alcancga o acetabulo,
saco do cirro esta presente e ndo ha nenhuma ventosa genital (veja figura 2). A érea ao
redor do poro genital € ligeiramente elevada e glandular, mas ndo possui uma estrutura
semelhante a uma ventosa como definido por Nasmark (1937) e Eduardo (1982). Uma
ventosa genital foi interpretada de diferentes maneiras por diferentes autores; a
interpretacdo aqui € a dos dois autores acima. Nossos espécimes ndo podem ser
identificados como D. pacupeva.

Nossos especimes também ndo podem ser D. puruensis, que diferem
aparentemente na auséncia de cristas transversais na superficie luminal do acetabulo e um
entalhe acetabular postero-medial. Além disso, esta espécie foi descrita com a presenca
de uma ventosa genital, foliculos vitelinicos anteriores ao arco cecal e um ovario em
forma de arco. A posicdo dos foliculos vitelinicos, se confirmada, seria altamente
incomum para a superfamilia. O saco do cirro foi considerado ausente ou ndo observado
e o Utero e os ovos ndo foram observados. Isto sugere que estes espécimes estavam
imaturos. Esses espécimes sdo 0s mais proximos de D. pacuensis, mas 0 género requer
revisdo e reexame de toda a série tipo para esclarecer a interpretacdo da presenca ou ndo
da ventosa genital e averiguar se a auséncia relatada do saco do cirro e de cristas
transversais em alguns taxons resulta de uma dificuldade de observa-los.

Dadaytrema gracile Lunaschi, 1989
Figuras2.D-H

Material estudado: cinco espécimes de Pimelodella gracilis (Valenciennes) (BR-MS 99
- IPCAS D-794/1); trés espécimes de Pimelodella megalura Miranda Ribeiro (BR-MS
40, 41, 66 - IPCAS D-794/2); cinco espécimes de Pimelodus fur (Litken) (BR-MS 42,
47, 48,58, 112 - IPCAS D-794/4), todos coletados no rio Miranda, Pantanal, Mato Grosso
do Sul, Brasil, 22/10/2015, C. Pantoja e T. Scholz; trés espécimes de Pimelodus blochii
Valenciennes (BR-RO 61, 62), Rio Quatro Cachoeiras, Ariqguemes, Rondonia, Brasil,
9/10/2015, T. Scholz (IPCAS D-794/3).
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Hospedeiro tipo: Pimelodella gracilis (\Valenciennes) (Siluriformes: Heptapteridae).
Localidade tipo: Arroyo Brazo Chico, bacia do rio Uruguai, provincia de Entre Rios,
Argentina.

Série tipo: 6 espécimes maduros e 7 imaturos na Coleccion helmintol6gica, Museu de La
Plata, Argentina (N° 1289C-1306C).

Hospedeiros adicionais (novos): Pimelodella megalura (Siluriformes: Heptapteridae);
Pimelodus blochii, P. fur (Siluriformes: Pimelodidae).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccdo: P. gracilis: 1/1 (14); P. megalura: 3/3 (2); P. blochii: 2/8 (3); P.
fur: 5/13 (7).

Distribuicdo: Argentina, Brasil (Rio Miranda, Pantanal, Mato Grosso do Sul, 20 ° 11'27
"S; 56 ° 30'19" O; Rio Quatro Cachoeiras, Ariquemes, Rondénia, 10 ° 01'S; 63 ° 03'O -
ambas novas localidades).

Sequéncias de DNA representativas: 28S rDNA, 1TS2 rDNA e cox1 mtDNA

Comentarios: A espécie foi descrita por Lunaschi (1989) do heptapterideo Pimelodella
gracilis da Provincia de Entre Rios, na Argentina (bacia do rio Parand). Foi diferenciada
de D. oxycephalum pela posicao obliqua dos testiculos diferente da posicdo em tandem,
que sdo quase inteiros, e pela posicdo extracecal do utero (versus quase exclusivamente
intercecal em D. oxycephalum). Novo material coletado da mesma bacia hidrogréfica da
localidade tipo e na bacia do rio Amazonas amplia a distribui¢do da espécie e 0 espectro
de seus hospedeiros definitivos para incluir P. megalura e dois pimelodideos, Pimelodus
blochii e Pimelodus fur. Pela primeira vez, a espécie foi estudada usando MEV e detalhes
sobre distribuicédo e aparéncia de papilas ao redor da extremidade anterior, que ndo foram
relatadas na descricdo original, sdo fornecidos. As papilas sdo dispostas em varios
circulos concéntricos ao redor da extremidade anterior em forma de cupula e ciliares. A
borda acetabular também parece ter papilas em forma de ctpula. Como o sufixo latim
“trema” é neutro e ndo feminino, o nome da espécie ¢ alterado para D. gracile.
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Figura 2. Micrografias de Dadayius pacuensis Thatcher, Sey & Jégu, 1996 coletado em
Metynnis lippincottianus (Cope), Brasil (A—C) e Dadaytrema gracile Lunaschi, 1989 em
Pimelodella gracilis (Valenciennes), Brasil (D-H). A, vista ventral; B, acetabulo com
cristas transversais na superficie luminal; C, poro genital mostrando a auséncia de uma
ventosa genital; D, vista ventral; E, extremidade anterior mostrando a distribuicdo das
papilas; F, poro genital; G, detalhes de uma Unica papila da extremidade anterior; H,
acetabulo.

Dadaytrema minimum Vaz, 1932
Figura3. A-D
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Material estudado: Um espécime coletado em Calophysus macropterus (Lichtenstein,
1819) (PI 101) e 10 em Pterodoras granulosus (Pl 350, 441, 758, 829, 981, 982, 1000,
1001), lquitos, Peru, 09/09/2006, 03/03/2011, 15/04/2018; cinco espécimes em
Pimelodus sp. (TO 23c), Rio Araguaia em Santa Isabel, Para, Brasil, 23/10/2014; cinco
espécimes em Tocantinsia piresi (Miranda Ribeiro) (BR-X 58a), rio Xingu em Altamira,
Pard, Brasil, 24/04/2013 (IPCAS D-795/1), todos os espécimes coletados por T. Scholz.
Hospedeiro tipo: Myleus sp. (= Myloplus sp.) (Pacu branco) (Characiformes:
Serrasalmidae).

Localidade tipo: Rio Paranapanema, Sao Paulo, Brasil.

Série tipo: Holdtipo e paratipos na Colecdo Helmintoldgica do Instituto Bioldgico de Sdo
Paulo, Brasil (n® 461).

Hospedeiros adicionais (todos novos): Calophysus macropterus, Pimelodus sp.
(Siluriformes: Pimelodidae); Pterodoras granulosus (Siluriformes: Doradidae);
Tocantinsia piresi (Siluriformes: Auchenipteridae).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccdo: C. macropterus (Peru): 1/35 (1); Pimelodus sp. (Brasil): 1/1 (5);
P. granulosus: 21/33 (3; mimo 15); T. piresi: 1/2 (5).

Distribuicdo: Brasil (Rio Paranapanema, Sao Paulo; Rio Araguaia, Santa Isabel, Para, 06
°0523"S; 48 ° 16'46" W; Rio Xingu, Altamira, Parg, 3 © 35'45"S; 51 © 49'01 "O - ambas
as novas localidades); Peru (lquitos, Loreto, 03°45'60 "'S; 73°14'44" O - nova localidade).
Sequéncias de DNA representativas: 28S rDNA, 1TS2 rDNA e cox1 mtDNA

Comentarios: A espécie foi descrita como D. minima (0 nome genérico é neutro e assim
o fim do nome da espécie deve ser —um) do serrsalmideo Myleus sp. (= Myloplus sp.) por
Vaz (1932). Este autor ndo diferenciou esta espécie de D. elongatum e D. oxycephalum,
apenas mencionou seu pequeno tamanho (comprimento total de 2,0 a 2,5 mm; largura
maxima de 1,3 a 1,5 mm) e um es6fago muito curto. Com base nos dados de Vaz (1932),
também foi possivel distinguir esta espécie de D. elongatum e D. oxycephalum pela forma
amplamente oval do corpo, estreitando-se progressivamente em direcdo a extremidade
anterior. Embora Heyneman et al. (1960) e Vicente et al. (1978) sinonimizaram todas as
trés espécies, eles ndo forneceram argumentos convincentes para essa sinonimia. Além
disso, os dados moleculares evidenciam inequivocamente a existéncia de pelo menos trés
espécies separadas de Dadaytrema (ver Figuras 7, 8 e 9).

O presente estudo amplia consideravelmente o espectro de hospedeiros
definitivos dessa espécie e também fornece pela primeira vez fotografias de MEV. Estas
fotografias revelaram claramente a forma oval do corpo (Figura 3A). Embora muitos
espécimes estejam aparentemente contraidos, eles parecem ter uma forma semelhante do
corpo conforme descrito por Vaz (1932). Os cecos nédo sao tdo laterais como figurado por
Vaz (1932), mas os espécimes tém um esdfago bastante curto, o que corresponde a
descricdo original. Portanto, nds os consideramos como coespecificos. As fotos de MEV
também mostraram a presenca de papilas ao redor da extremidade anterior e um entalhe
posterior no acetabulo.

Dadaytrema oxycephalum (Diesing, 1836) Travassos, 1931
Figura 3. E-J

Material estudado: um espécime coletado em Ageneiosus inermis (Pl 886a - IPCAS D-
796/1), Iquitos, Peru, 12/10/2011; um espécime em Calophysus macropterus (Pl 101a -
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D-796/2), Iquitos, Peru, 23/04/2004; quatro espécimes em Oxydoras niger (BR-AMP
100a, ¢ - D-796/37?), Macapa, 24/05/2013, J. Luque, P. Vieira, T. Scholz e V. Freitas; um
especime em O. niger (Pl 223a - D-796/37?), lquitos, Peru, 19/04/2005; 24 espécimes (um
hologenoforo) em Piaractus brachypomus (Cuvier) (BR-AMP 72a, 73a, 87a, 107a),
Macap4, 24/5/2013, C. Pantoja; 35 espécimes em Pterodoras granulosus (Pl 54b, 3503,
c, 441a, 443a, 758b, 783a, 829c, 831b, 999a, 1000 - D-796/47?), lquitos, Peru, 20.iv.2004,
09/09/.2006, 15/09/2006, 7/10/2011, 15/04/2018; 14 espécimes em P. granulosus (BR-
MS 39c, 45b, 51a, 52b, 77b, 108a - D-796/4?), rio Miranda, Pantanal, Mato Grosso do
Sul, 22/10/2014, 23/10/2014, 25/10/2015; sete espécimes de P. granulosus (BRPR 77b -
D-796/4?), Rio Baia, Mato Grosso do Sul, 03/10/2014; todos os espécimes coletados por
T. Scholz.

Hospedeiro tipo: Ndo designado por Diesing (1836) que listou os seguintes hospedeiros:
Salmo auratus (= Salminus brasiliensis Valenciennes) (Characiformes: Characidae),
Salmo pacu (= Piaractus brachypomus (Cuvier), Salmo pacupeba (=Myloplus
rhomboidalis (Cuvier) (Characiformes: Serrasalmidae) e Silurus megacephalus
(Pimelodus ornatus kner) (Siluriformes: Pimelodidae).

Localidade tipo: Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.

Série tipo: Laminas 977, 980-984, 988; como Chiorchis oxycephalum, Museu de Histéria
Natural de Viena.

Hospedeiros adicionais: Colossoma macropomum (Cuvier), Myleus micans (Litken),
Myloplus asterias (Muller & Troschel), Mylosoma aureum (Spix & Agassiz), Myletes
torquatus Kner, P. mesopotamicus (Holmberg) (Characiformes: Serrasalmidae);
Ageneiosus inermis* (Linnaeus), Tocantinsia piresi* (Siluriformes: Auchenipteridae);
Oxydoras niger* (Valenciennes), Pterodoras granulosus (Siluriformes: Doradidae);
Calophysus macropterus*, Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz)
(Siluriformes: Pimelodidae).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccdo: A. inermis: 1/18 (4); C. macropterus: 1/35 (3); O. niger (Brazil):
2/2 (11; maximum 22); O. niger (Peru): 1/17 (2); P. brachypomus: 4/5 (19; maximum
25); P. granulosus (Brasil — Amapa): 6/12 (31; maximum 105); P granulosus (Brazil —
Parand): 1/5 (33); P. granulosus (Peru): 20/32 (14; maximum 49). Distribuicdo:
Argentina, Brasil (estados do Amapa - nova localidade, Amazonas, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul - nova localidade, Minas Gerais, Para, Parand, Sao Paulo, Tocantins - nova
localidade), Peru (lquitos - nova localidade), Venezuela.

Sequéncias de DNA representativas: 28S rDNA, 1TS2 rDNA e cox1 mtDNA

Comentarios: A espécie foi descrita como Amphistoma oxycephalum por Diesing (1836)
a partir de varias espécies de serrasalmideos e de Pimelodus ornatus em Mato Grosso,
Brasil. Travassos (1931) transferiu as espécies para Dadaytrema. Esta espécie parece ser
a mais abundante dentre os cladorquiideos que parasitam peixes neotropicais e ela ocorre
em varias espécies de Characiformes e Siluriformes. No presente estudo, trés novos
hospedeiros foram relatados. Espécimes coletados em P. granulosus foram estudados
usando MEV. Este estudo revelou detalhes da distribuicdo das papilas ao redor da
extremidade anterior. Elas formam “anéis”, sdo conicas e multiciliadas. Papilas em forma
de clpula sdo espalhadas na borda do acetabulo em torno de sua abertura e na superficie
corporal adjacente.
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Figura 3. Micrografias de Dadaytrema minimum Vaz, 1932 coletado em Tocantinsia
piresi (Miranda Ribeiro), Brasil (A-E) e Dadaytrema oxycephalum (Diesing, 1836) em
Pterodoras granulosus (Valenciennes) ambas as espécies coletadas em Mato Grosso do
Sul, Brasil (F-J). A, vista ventral; B, uma Unica papila da extremidade anterior; C,
extremidade anterior mostrando a distribuicdo das papilas; D, acetabulo; E, poro genital;
F — vista ventral; G, extremidade anterior mostrando a distribuicdo das papilas; H, papilas
da regido anterior; I, uma Unica papila da extremidade anterior; | — acetabulo mostrando
o0 entalhe posterior.
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Deltamphistoma pitingaense Thatcher & Jégu, 1996

Material estudado: série tipo - INPA (veja abaixo); oito espécimes coletados em Myloplus
schomburgkii Valenciennes (BRXJ 71, PAX 92, 93b, 96 — D-797/1), quatro espécimes
em Myleus setiger Miller & Troschel (PAX 67, 68 — D-797/2), 15 espécimes em
Myloplus rubripinnis (Mduller & Troschel) (BRXJ73, PAX 44, 54), rio Xingu em
Altamira, Para, Brasil, 20/07/2016, coletados por J. Carneiro, J. Moreira e M. C. Moraes.
Hospedeiro tipo: Mylesinus paraschomburgkii Jégu, Santos & Ferreira (Characiformes:
Serrasalmidae).

Hospedeiros adicionais: Myloplus schomburgkii*, Myleus setiger*, Myloplus
rubripinnis* (Characiformes: Serrasalmidae).

Localidade tipo: rio Pitinga, Amazonas, Brasil.

Série tipo: Holotipo (INPA 191) e seis paratipos (INPA 192a-f); trés paratipos (U.S.
National Museum, Smithsonian Institutions, Washington, D.C., USA — USNM).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccdo: Myloplus schomburgkii (Brasil): 4/6 (3); Myleus setiger (Brasil):
3/6 (3); Myloplus rubripinnis: 3/7 (127; maximum 200).

Distribuicdo: Brasil (Amazonas, rio Xingu, Altamira, Pard, Brasil, 3°35'45"S;
51°49'01"0 — nova localidade).

Sequéncias de DNA representativas: ndo disponivel

Comentarios: O novo material coletado em trés peixes serrasalmideos (todos novos
hospedeiros) corresponde bem em sua morfologia ao tipo e Unica espécie de
Deltamphistoma Thatcher & Jégu, 1996, D. pitingaense Thatcher & Jégu, 1996. Esta
espécie foi encontrada e descrita em M. paraschomburgkii em trés rios no estado do
Amazonas, Brasil por Thatcher e Jégu (1996). Assemelha-se muito a Anavilhanatrema
robustum Thatcher, 1992, descrito a partir do serrasalmideo Pristobrycon striolatus nas
ilhas Anavilhana, Rio Negro, Amazonas, Brasil, com testiculos grandes em tandem,
muito mais largos que os sacos faringeanos extramurais longos e Utero intercecal, mas
difere pela auséncia da crista anterior em forma de colar (presente em A. robustum), pela
presenca de um bulbo esofagico, poro genital pds-bifurcal, cecos intestinais que terminam
longe do acetabulo, um ovério inteiro, ndo lobulado, e foliculos vitelinicos intercecais
(JONES, 2005b). Como os nomes genéricos com o sufixo “trema” sdo neutros, 0 nome
da espécie tipo de Anavilhanatrema é corrigido para A. robustum.

Doradamphistoma bacuense Thatcher, 1999
Figura 4. A-B

Material estudado: Material tipo depositado no INPA (veja abaixo); cinco espécimes
coletados em Megalodoras uranoscopus (Eigenmann & Eigenmann) (PI 324b, 344, 581,
1077, 1084 — IPCAS D-798/1), lquitos, Peru, 07/09/2006 e 23/04/2018, T. Scholz e R.
Kuchta; Dois espécimes coletados em M. uranoscopus (PAX 75, 76), Rio Xingu River
em Altamira, Parg, 22/07/2016, J. Carneiro, M.C. Moraes e J. Moreira; cinco espécimes
coletados em Oxydoras niger (PEOX 01, 02 — IPCAS D-798/2), Tarapoto, San Martin,
Peru, 13.04.2016, C. Cruces e J. Chero; Um espécime coletado em Platydoras costatus
(Linnaeus) (P1 353a — D-798/3), Iquitos, Peru, 09/09/2006, T. Scholz.
Hospedeiro tipo: Megalodoras irwini (= Megalodoras uranoscopus AUTHORITY)
(Siluriformes: Doradidae).
Localidade tipo: Manaus, Amazonas, Brasil.
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Série tipo: Holotipo e cinco paratipos (INPA 371, 372a—€).

Hospedeiros adicionais: Oxydoras niger* e Platydoras costatus* (Siluriformes:
Doradidae).

Sitio de infeccdo: intestino

Parametros de infeccdo: M. uranoscopus (Brasil): 2/3 (3); M. uranoscopus (Peru): 5/7
(3; maximum 9); O. niger (Peru): 2/2 (9); P. costatus (Peru): 1/1 (3).

Distribuicdo: Brasil (Amazonia; rio Xingu, Pard — nova localidade), Peru (Tarapoto, San
Martin Region, 6°29'S; 76°22'E — nova localidade).

Sequéncias de DNA representativas: 28S rDNA, 1TS2 rDNA e cox1 mtDNA

Comentarios: Esta espécie foi descrita a partir de Megalodoras irwini (= M. uranoscopus)
em Manaus, Amazonas, Brasil, e um novo género, Doradamphistoma Thatcher, 1999, foi
proposto para acomoda-la por Thatcher (1999). Como a terminagdo do nome genérico é
neutra, 0 nome da espécie é corrigido aqui para D. bacuense. O género foi caracterizado
por possuir uma faringe bem desenvolvida, sacos faringeanos extramurais bem
desenvolvidos, es6fago longo, cecos sinuosos se aproximando da margem anterior do
acetabulo, testiculos na diagonal, equatorial ou pré-equatorial, poro genital pos-bifurcal e
ovario pos-equatorial (representado como anterior as extremidades cecais). As Unicas
diferencas entre a descricdo de Thatcher (1999) de D. bacuense e 0s presentes espécimes
sdo a presenca de um esfincter faringeano anterior, que ele ndo relatou ou ilustrou, e na
forma do acetabulo, que tem um entalhe postero-medial ndo descrito por Thatcher, mas
confirmado no estudo da série tipo (Figura 4). Nosso material do Brasil e do Peru expande
0 espectro de hospedeiros definitivos para incluir outras duas espécies de Siluriformes,
os doradideos O. niger e P. costatus. O Peru representa um novo recorde geogréafico para
a espécie, anteriormente conhecido apenas da bacia do rio Amazonas no Brasil. Além
disso, novos espécimes também nos permitiram fornecer as primeiras micrografias de
MEV da espécie. Os dados moleculares indicam uma estreita relacdo entre D. bacuensis
e Dadaytremoides parauchenipteri, um parasito de bagres auchenipterideos e
pimelodideos (ver abaixo).
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Figura 4. A-B — Doradamphistoma bacuense Thatcher, 1999 de Megalodoras
uranoscopus (Eigenmann & Eigenmann), Brasil; A, extremidade anterior; B, acetabulo
de um paratipo (INPA 372c).

Doradamphistoma parauchenipteri (Lunaschi, 1989) comb. nov.
Sin. Dadaytremoides parauchenipteri Lunaschi, 1989
Figura 5

Material estudado: um espécime coletado em Ageneiosus inermis (PI886) e seis
espécimes em Trachelyopterus galeatus (P1 436, 799, 803, 820), lquitos, Peru, 3/10/2011,
T. Scholz; dois espécimes em Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes) (BR-AMP59),
Macapa, Amapa, Brasil, 16.10.2017, C. Pantoja; 15 espécimes em T. galeatus (PAIA 64,
123, 124, 125, 126, 145, 146, 160, 161,163, 164, 166, 168, 187, 198), Maracand River
em lgarapé-acu, Par, Brasil, 16.07.2016, C. Pantoja; 13 espécimes em T. galeatus (BR-
PR 25, 26, 41, 65, 66, 67, 71, 72, 82, 84, 142, 221), rio Parana em Porto Rico, Paran4,
Brasil, 02/02/2014, T. Scholz.

Hospedeiro tipo: Trachelyopterus galeatus (Siluriformes: Auchenipteridae).

Localidade tipo: Arroyo Brazo Chico, Rio Uruguay, Provincia de Entre Rios, Argentina.
Série tipo: Trés espécimes, todos achatados na Coleccion Helmintol6gica, Museo de La
Plata, Argentina (NUmeros 1315C e 1316C).

Hospedeiros adicionais: A. inermis*, Trachelyopterus coriaceus Valenciennes
(Siluriformes: Auchenipteridae); B. vaillantii* (Siluriformes: Pimelodidae).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infecgdo: A. inermis (Peru): 1/1 (1); B. vaillantii (Brasil): 1/4 (2); T.
galeatus (Pard, Brasil): 15/25 (2); T. galeatus (Parand, Brasil): 12/16 (4; maximum 27);
T. galeatus (Peru): 13/24 (2).

Distribuicdo: Argentina (Provincia de Entre Rios), Brasil (rio Igarapé Fortaleza, Macapa,
Amapa, 00°02'20"N; 51°03'59"0 — nova localidade; rio Maracand, Igarapé-acu, Para
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01°07'44"S; 47°37'12"0 — nova localidade; rio Parana, Porto Rico, Parana, 20°45'S;
53°16'0 — nova localidade); Peru (lquitos, Loreto — nova localidade).
Sequéncias de DNA representativas: 28S rDNA, ITS2 rDNA e cox1 mtDNA

Comentarios: A espécie foi descrita de Parauchenipterus galeatus (= Trachelyopterus
galeatus) da Argentina por Lunaschi (1989). A espécie é caracterizada por possuir uma
faringe grande com um esfincter anterior macigo, Utero extenso com numerosas alcas
extracecais desde o nivel esofagico até o acetdbulo, entalhe posterior na borda do
acetabulo, testiculos diagonais e poucos foliculos vitelinicos situados muito
anteriormente ao acetadbulo (LUNASCHI, 1989). Além de numerosos espécimes
encontrados no hospedeiro tipo T. galeatus, das bacias dos rios Parana e Amazonas, foram
encontrados também em dois novos hospedeiros definitivos, ambos da ordem
Siluriformes, o auchenipterideo A. inermis e o pimelodideo B. vaillantii. A ocorréncia de
D. parauchenipteri no hospedeiro tipo foi também foi confirmada por dados moleculares
(Figuras 7 e 9). Utilizando MEV, o entalhe postero-medial no acetabulo e papilas ao redor
da extremidade anterior foram claramente observados (figura 6).

Embora Dadaytremoides parauchenipteri e Doradamphistoma bacuense
tenham sido originalmente designados para dois géneros distintos, eles compartilham
algumas caracteristicas, tais como, a faringe com sacos extramurais, posicdo e o pequeno
tamanho dos testiculos, um entalhe posterior no acetdbulo, um bulbo esofagico e um poro
genital pds-bifurcal. Ambas as espécies também compartilham um padréo semelhante de
distribuicdo das papilas na extremidade anterior do corpo (Figura 6). Embora existam
deficiéncias nas descricdes originais das duas espécies e da espécie tipo de
Dadaytremoides, D. grandistomis Thatcher, 1979, alguns esclarecimentos e
confirmacdes foram possiveis pelos estudos dos tipos e observacGes de espécimes
adicionais coletados no Brasil e no Peru.

Lunaschi (1989) descreveu Da. parauchenipteri e comparou-o apenas com D.
grandistomis, a Unica opc¢do disponivel para ela naquele momento. Dez anos depois,
Thatcher (1999) propds Doradamphistoma, comparando-o0 apenas com Pacudistoma
turgida Thatcher, 1992 e presumivelmente ndo estava ciente do trabalho de Lunaschi
(1989) porque ele ndo listou em seu livro de 2006 parauchenipteri como uma espécie de
Dadaytremoides e também ndo fez nenhuma referéncia a Lunaschi.

Doradamphistoma bacuense e Da. parauchenipteri se assemelham a um grau
que sugere que eles sejam congéneres, mas podem diferir em nivel de espécie. Eles se
assemelham um ao outro na: faringe com um esfincter anterior (isso diferencia ambas as
espécies de Da. grandistomis, em que ndo foi relatado por Thatcher 1979 nem observado
no material tipo); sacos faringeanos extramurais; eséfago bem desenvolvido e presenca
de um bulbo esofagico; Os cecos terminam préximos ou ndo muito longe do acetabulo
em ambos (mas muito curto em Da. grandistomis). O poro genital € bifurcal ou proximo
a bifurcacdo. Ambos os testiculos séo diagonais, inteiros a ligeiramente lobados. O ovario
ndo esta entre as extremidades cecais como em Da. grandistomis, mas ha alguma
distancia anterior a essa extremidade; o ovario estd perto dos testiculos em Da.
parauchenipteri, mas longe deles em Do. bacuense e em Da. grandistomis. O Utero é
intercecal em Da. grandistomis, mas invade o lado do ceco em Da. parauchenipteri e Do.
bacuensis; Os foliculos vitelinicos de Da. grandistomis estdo agrupados nas extremidades
cecais; Em Da.parauchenipteri, sdo claramente anteriores as extremidades cecais,
proximas do ovario, em campos mais ou menos horizontais. Em Do. bacuense, eles estdo
na zona ovariana e claramente anteriores as extremidades cecais como em Da.
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parauchenipteri, mas em campos longitudinais. Um entalhe acetabular postero-medial
esta presente em Da. parauchenipteri e Do.bacuense, mas ndo em Da. grandistomis.

As indicacOes sdo de que os caracteres morfologicos Da. parauchenipteri e Do.
bacuense tém mais em comum entre si do que com Da. grandistomis. As diferengas entre
os dois séo a posicao do ovario em relacdo aos testiculos e a configuracédo - horizontal ou
longitudinal - dos campos vitelinos. Essas diferencas seriam suficientes para separa-las
em nivel de espécie em termos morfoldgicos (a menos que pudessem ser mostradas como
artefatos relacionados a fixa¢do ou a maturidade).

Sequéncias de DNA estdo disponiveis para Da. parauchenipteri e Do. bacuensis,
que sdo muito proximas por varios critérios, mas ndo para Da. grandistomis, a espécie
tipo de Dadaytremoides, que difere de ambas por varios caracteres morfologicos. Um
género se apoia sobre sua espécie tipo, ndo em outras atribuidas a ele, e Da. grandistomis
difere das outras na combinac&o de caracteres listados acima. Portanto, a atribuicdo de D.
parauchenipteri para Dadaytremoides é pouco segura em termos morfoldgicos e as
espécies devem ser transferidas para Doradamphistoma como uma nova combinacéo.
Isso se encaixa com os resultados da analise molecular para ambas espécies do género
(figuras 7 e 9). Apesar de ambos géneros serem morfologicamente similares, o que
resultou que ambos ficassem na mesma prancha na chave de Jones (2005b), eles ndo
foram sinonimizados por conta da auséncia de qualquer analise molecular da espécie-tipo
de Dadaytremoides e dos caracteres morfolédgicos discutidos acima.

Myleustrema concavatum Thatcher & Jégu, 1998
Figura.5 A

Material estudado: série tipo (veja abaixo); um espécime de Myloplus rubripinnis (BRXJ
77 - D-799/1), rio Xingu em Altamira, Par4, Brasil, 19/07/ 2016, coletado por J. Carneiro.
Hospedeiro tipo: Myleus ternetzi (Norman) (Characiformes: Serrasalmidae).

Localidade tipo: Guiana Francesa.

Série tipo: Holotipo INPA 206, paratipos INPA 207a — d.

Hospedeiro adicional: Myloplus rubripinnis* (Characiformes: Serrasalmidae).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infec¢do: M. rubripinnis: 1/3 (9).

Distribuicdo: Brasil (rio Xingu, Para - nova localidade), Guiana Francesa.

Sequéncias de DNA representativas: ndo disponiveis.

Comentérios: Os espécimes encontrados em M. rubripinnis sdo quase indistinguiveis
daqueles descritos por Thatcher e Jégu (1998) como M. concavatum. A espécie foi
descrita a partir de M. ternetzi na Guiana Francesa e nunca foi encontrada desde sua
descricdo original. E caracterizado por um saco do cirro de parede espessa, ovoide e a
abertura do acetabulo dirigida posteriormente, com papilas minusculas na sua borda.
Além disso, tem um poro genital pds-bifurcal, faringe com longos sacos extramurais,
testiculos obliquos lobulados muito mais largos que longos, e campos laterais curtos de
foliculos vitelinicos que se iniciam posteriormente no nivel do ovario, mas néo
alcancando o nivel do testiculo posterior. A Unica diferenca entre nossos especimes e 0s
de Thatcher e Jégu (1998) é que os cecos sao visivelmente mais sinuosos no plano
dorsoventral. A observagdo de MEV revelou circulos horizontais de papilas ao redor da
extremidade anterior, sendo as papilas nos cinco primeiros circulos mais visiveis.
Numerosas papilas também foram observadas no acetdbulo, como mencionado na
descricdo original (Thatcher e Jégu, 1998).
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Subfamilia Kalitrematinae Travassos, 1933
Betamphistoma jariense Thatcher & Jégu, 1996

Material estudado: série tipo (veja abaixo); cinco espécimes coletados em Tometes
kranponhah Andrade, Jégu & Giarrizzo (PAX 42), rio Xingu em Altamira, Para, Brasil,
17.07. 2016, coletado por J. Moreira e M.C. Moraes (IPCAS D-800/1).

Hospedeiro tipo: Mylesinus paraschomburgkii (Characiformes: Serrasalmidae).
Localidade tipo: Rio Jari, Parg, Brasil.

Série tipo: Holotipo INPA 187, paratipos INPA 188a —f.

Sitio de infeccéo: intestino.

Parametros de infeccdo: 1/2 (10).

Hospedeiro adicional: Tometes kranponhah* (Characiformes: Serrasalmidae).
Distribuicdo: Brasil (rio Xingu, Para - nova localidade).

Sequéncias de DNA representativas: indisponiveis.

Comentérios: Betamphistoma jariense foi descrito de M. paraschomburgkii por Thatcher
e Jégu (1996) como o tipo e Unica espécie de Betamphistoma Thatcher & Jégu, 1996.
Cladorquiideos coletados no presente estido na mesma regido (estado do Pard)
correspondem a B. jariensis na maioria das caracteristicas morfologicas, como por
exemplo, corpo achatado, ceco curto, saco do cirro grande e de paredes espessas, poro
genital pds-bifucal esférico, pequeno bulbo esofagico e foliculos vitelinicos limitados em
extensdo (ver Thatcher e Jégu 1996).

Pseudocladorchis sp.
Figura 5. B-D

Descricdo baseada em sete espécimes — medidas dos espécimes a partir de hospedeiros
diferentes estdo na tabela 3.

Corpo subcilindrico, ligeiramente afilado em cada extremidade. O acetabulo ndo possui
um entalhe postero-medial na borda dorsal. Abertura oral terminal. Papilas tegumentares
em forma de cupula presentes em torno da abertura oral e na extremidade anterior até o
nivel da faringe. Faringe com esfincteres anterior e posterior e pequenos sacos intramurais
primarios pareados. Es6fago razoavelmente reto ou ligeiramente flexionado; bulbo
esofagico ou espessamento ndo claramente observado. Bifurcacdo cecal no terco anterior
do corpo. Cecos terminam proximo ao acetdbulo. Testiculos simétricos ou
subssimétricos, irregulares, geralmente cobrem o ceco. Saco do cirro oval contém
vesicula seminal interna e células prostéaticas, logo apos a bifurcacéo cecal. Poro genital
bifurcal, rodeado por tecido glandular. Ovario entre extremidades cecais, subesférico, tdo
grande quanto ou, geralmente, maior que os testiculos. Canal de Laurer ndo observado.
Foliculos vitelinicos em campos laterais ao longo do ceco, a partir do nivel do ovario,
mas sem atingir o nivel dos testiculos anteriormente; ductos vitelinicos transversais
ocasionalmente visiveis como al¢a posterior ao ovério. Glandula de Mehlis postero-
ventral ao ovario. O Utero forma uma alca descendente; e a alca ascendente atravessa o
ceco a partir da zona poés-ovariana até o nivel bifurcal. Ovos numerosos. Vesicula
excretora e poro ndo observados.
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Hospedeiros: Megalodoras uranoscopus, Pterodoras granulosus e Oxydoras niger
(Siluriformes: Doradidae); Brachyplatystoma vaillantii, Calophysus macropterus
(Siluriformes: Pimelodidae).

Localidades: lquitos, Regido de Loreto, Peru (bacia do rio Amazonas) e Brasil (estado do
Paré - rio Xingu).

Sitio de infeccéo: intestino.

Parametros de infeccdo: B. vaillantii: 1/1 (7); C. macropterus: 1/35 (1); P. granulosus:
18/32 (2; max 3); O. niger: 1/18 (3); Megalodoras uranoscopus: 1/2 (1).

Sequéncias de DNA representativas: 28S rDNA e cox1 mtDNA.

Material estudado: um espécime coletado em P. granulosus (Pl 350a), Iquitos, Peru,
coletado em 09/09/2006 (IPCAS D-801/1); um espécime de P. granulosus (Pl 441a),
Iquitos, Peru, 15/09/2006 (IPCAS D-801/1); um espécime de O. niger (Pl 223a), lquitos,
Peru, 19/04/2005 (IPCAS D-801/4).

Diagnose diferencial: A nova espécie € morfologicamente muito semelhante a
Pseudocladorchis nephrodorchis (veja abaixo). Em P. nephrodorchis, os testiculos tém
uma forma exagerada de rim distinta, com os seus lobos finais normalmente orientados
para a superficie ventral. Além disso, 0 Ovario nos presentes especimes € quase sempre
igual em ralacdo ao tamanho ou maior que os testiculos. Eles também diferem de P.
cylindricus nesses aspectos e na falta de um entalhe postero-medial no acetabulo. Essas
diferencas sdo consideradas suficientes para designar uma nova espécie. Os dados
moleculares também confirmam a validade (figura 7).
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Figura 5. Myleustrema concavatum coletado em Myloplus rubripinnis (Miller &
Troschel), Brasil. A — vista ventral. B-D — Pseudocladorchis sp. coletado em Pterodoras
granulosus (Valenciennes), Peru (B, D) e Oxydoras niger (Valenciennes), Peru (C). B —
vista ventral (IPCAS D-801/1); C — extremidade anterior com poro genital, vista ventral
(IPCAS D-801/4); D — genitalia terminal (IPCAS D-801/1).
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Tabela 3. Medidas (em micrdmetros) de Pseudocladorchis sp. em diferentes hospedeiros coletados no Peru.

Hospedeiro Pterodoras granulosus Calophysus macropterus Oxydoras niger
N° colecdo IPCAS D-801/1 IPCAS D-801/3 IPCAS D-801/4
Espécimes 5 1 (imaturo) 1
Comp total (mm) 5.02-8.21 (6.60) 1.08 574
Largura maxima (mm) 1.68-2.88 (2.35) 0.32 1.57
Comp acetabulo 752-1,463 (1,124) 222 1,038
Largura acetabulo 876-1,524 (1,298) 268 1,064
Comp faringe 634777 (714) 292 955
Largura faringe 629988 (838) 243 927
Esofago 798 —1.473 (1.166) 109 540
Bulbo esofégico 156-198 - -
Bifurcacdo cecal até 1.09-2.00 (1.50) 0.87 2.88
extremidade anterior (mm)

Ceco (direito) (mm) 2.35-4.74 (3.18) 0.37 2,69
Ceco (esquerdo) (mm) 2.35-4.72 (3.21) 0.36 2,81
Comp testiculo anterior 162421 (344) 181 181
Largura testiculo anterior 201 544 (350) 459 459
Comp testiculo posterior 187-619 (388) 424 424
Largura testiculo posterior 208-506 (341) 254 254
Comp ovario 174-427 (342) 35 342
Largura ovario 123 —669 (320) 61 320

60



Figura 6. Micrografias (MEV) de Doradamphistoma parauchenipteri (Lunaschi, 1989)
comb. n. coletado em Trachelyopterus galeatus (Linnaeus), Brasil (A-B),
Doradamphistoma bacuense em Megalodoras uranoscopus (Eigenmann & Eigenmann),
Brasil (C-D) e Pseudocladorchis sp. em Pterodoras granulosus (Valenciennes), Peru
(E). A —vista ventral; B — estremidade anterior mostrando a distribui¢do das papilas; C —
parte anterior, abertura oral e poro genital; D — entalhe posterior do acetabulo; E —
acetabulo; auséncia de entalhe posterior.

Pseudocladorchis nephrodorchis Daday, 1907

Material estudado: Um espécime coletado em Leporinus affinis Glnther (PAX 20), rio
Xingu em Altamira, Pard, Brasil, 23.09.2013, coletado por F.B. Pereira e P.V. Alves
(IPCAS D-802/1); um espécime de Metynnis lippincotianus (PAIA 06f), Rio Maracana,
Igarapé-acu, Pard, Brasil, 13/07/2016, coletado por C. Pantoja; um espécime em Myleus
setiger (PAX 67); dois espécimes em Myloplus rubrippinis (BRXJ73; PAX 44, 54 -
IPCAS D-802/2); dois espécimes em Myloplus schomburgkii (Jardine) (BRXJ 71, PAX
92); um espécime em Serrasalmus manueli (Fernandez-Yeépez & Ramirez) (PAX 61 -
IPCAS D-802/4); quatro espécimes em Tometes kramponhah (BRXJ 05, PAX 42 -
IPCAS D-802/5); dois espécimes em Ossubtus xinguense Jégu (BRXJ 01 - IPCAS D-
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802/3), todos do rio Xingu em Altamira, Para, Brasil, 20/07/2016, coletados por J.
Carneiro, J. Moreira e M.C. Moraes

Hospedeiro tipo: Nao designado por Daday (1907) que mencionou trés hospedeiros de
peixes: Salmo sp., Salmo pacu (= Piaractus brachypomus Cuvier) e Salmo pampa (=
Mylossoma aureum (Spix & Agassiz).

Localidade tipo: N&o mencionado explicitamente, mas muito provavelmente Parana ou
Rio Paraguai, Mato Grosso, Brasil (com base nos dados de Diesing, 1836).

Série tipo: Museu de Historia Natural em Viena, ldmina 980.

Hospedeiros adicionais: Leporinus affinis* (Characiformes: Anostomidae), Metynnis
lippincotianus*, Myleus setiger*, Myloplus rubripinnis*, Myloplus schomburgkii*,
Serrasalmus manueli*, Tometes kranponhah* e Ossubtus xinguense (Characiformes:
Serrasalmidae).

Distribuicdo: Brasil (estados do Parand ou Mato Grosso; Rio Marapanim, lgarapé-acu,
Para - nova localidade; Rio Xingu em Altamira, Para - nova localidade).

Sitio de infeccdo: intestino.

Parametros de infeccéo: L. affinis: 1/3 (2); M. lippincotianus: 1/16 (1); M. setiger: 1/6 (2);
M. rubripinnis: 2/7 (1); M. schomburgkii: 2/6 (3); S. manueli: 1/4 (2); T. kramponhabh:
2/3 (4); O. xinguense: 1/1 (2).

Sequéncias DNA representativas: 28S rDNA

Comentarios: Espécimes encontrados em Vvarias espécies de peixes serrasalmideos sdo
colocados em Pseudocladorchis Daday, 1907, porque eles possuem caracteristicas tipicas
do género (ver Jones 2005b), por exemplo, uma grande faringe com esfincteres anteriores
e posteriores e sacos faringeanos intramurais, testiculos simétricos ou quase, cobrindo o0s
cecos ventralmente, foliculos vitelinicos em campos laterais restritos desde o nivel
testicular até perto ou além das extremidades dos cecos e um poro genital bifurcal.

O género foi porposto por Daday (1907) para acomodar trés espécies coletadas
por J. Natterer no Brasil e entdo descritas por Diesing (1836), Amphistoma cylindricum
Diesing, 1836 (listadas primeiro e, portanto, consideradas a espécie-tipo; ver Jones
2005b), Pseudocladorchis nephrodorchis Daday, 1907 e Pseudocladorchis macrostomus
Daday, 1907. Embora Daday (1907) fornecesse descri¢cdes morfologicas detalhadas de
todas as trés espécies, ndo havia de fato um diagndstico diferencial explicito. Como
indicado pelo nome da espécie, P. nephrodorchis tem testiculos de uma forma reniforme
distinta, que difere significativamente dos testiculos das outras espécies. Stunkard (1925)
sinonimou todas as trés espécies com P. cylindricus, porque ndo considerou as diferencas
entre P. cylindricus, P. nephrodorchis e P. macrostomus como significativas ao nivel das
espécies.

A comparacéo do texto original de Daday (1907) e suas figuras nas pranchas 25
e 26 revelaram que P. cylindricus (Diesing, 1836) (figuras 7 e 9) e P. macrostomus Daday,
1907 (figura 8) possuem um entalhe pdstero-medial na borda posterior do acetabulo.

Em contraste, P. nephrodorchis tem um acetabulo sem um entalhe postero-
medial (prancha 25, figuras 18, 20; prancha 26, figura 1). Com base nesta diferenca, P.
macrostomus é retido como um sinénimo junior de P. cylindricus como proposto
inicialmente por Stunkard (1925), mas P. nephrodorchis é considerada espécie valida. A
descricdo de P. nephrodorchis foi baseada em espécimes de Diesing (1836) designados
como Amphistomum oxycephalum nos slides n° 980 (de 'Salmo sp."), 981 (de Salmo pacu
= Myletes bidens) e 983 (Salmo pampa = Myletes aureus).

O acetabulo dos espécimes coletados neste estudo ndo possui o entalhe pdstero-
medial tipico de P. cylindricus. Portanto, eles sdo indistinguiveis de P. nephrodorchis
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(ver acima) a este respeito. Além disso, 0s espécimes que ndo possuem esse carater
também tém testiculos reniformes, conforme indicado pela escolha de Daday (1907) do
nome da espécie.

Relacgoes filogenéticas de trematodeos cladorquiideos de peixes de agua doce

Um total de 66 sequéncias de trés marcadores moleculares de 39 isolados de 26
hospedeiros foi obtido (Tabela 1). As arvores filogenéticas de 28S rDNA e ITS2 rDNA
apresentaram a mesma topologia, apesar da analise de 28S rDNA incluir mais taxons
(figuras 7 e 9). A arvore filogenética com dados de coxl mtDNA foi gerada sem raiz
porque a distancia nucleotidica do grupo externo mais proximo era grande, sendo assim,
ndo foi possivel testar relacbes confidveis entre os cladorquiideos (Figura 8). Os dados
moleculares revelaram que os cladorquiideos formam um grupo monofilético, enquanto
as subfamilias Dadayiinae e Kalitrematinae se revelaram de forma oposta, duas espécies
de Kalitrematinae pertencem a duas linhagens distintas (Figura 7).

Vérias linhagens bem suportadas podem ser distinguidas com base em dados
moleculares, especialmente o conjunto de dados baseado em sequéncias de 28S rDNA
(ver figura 7 para designacéo de clados individuais). O clado A compreende trés espécies
morfologicamente similares, mas geneticamente distintas de Dadaytrema, que formam
um grupo monofilético. O clado B inclui duas espécies morfologicamente similares de
Pseudocladorchis, que diferem uma da outra por uma divergéncia de nucleotideo em
torno de 1% (dados 28S rDNA). Essas espécies também divergem na ocorréncia de
hospedeiros: P. nephrodorchis ocorre em peixes Characiformes, enguanto
Pseudocladorchis sp. foi encontrado apenas em peixes Siluriformes.

Duas amostras para as quais 0s hologendforos necessarios para sua identificacdo
ndo estavam disponiveis foram sequenciadas (28S rDNA). Elas aparecem em linhagens
distintas e estdo provisoriamente designadas como Cladorchiidae gen. sp. 1 (clado C) e
Cladorchiidae gen. sp. 2 (clado G).

Dois clados D e E bem suportados e intimamente relacionados compreendem
espécies de dois géneros monotipicos, morfologicamente bastante semelhantes,
Doradamphistoma bacuensis e Dadaytrematoides parauchenipteri, ambos parasitando
bagres (doradideos na primeira espécie e auchenipterideos e pimelodideos na segunda).
Dados moleculares indicam que essas espécies sdo congenéricas, suportando a
combinacdo proposta para Dadaytremoides parauchenipteri baseado em caracteristicas
morfoldgicas (ver acima). A divergéncia nucleotidica entre espécimes de ambas espécies
é baixa (apenas 2% em analise de 28S rDNA), correspondendo a diferencas entre espécies
do menos género.

Outro clado bem suportado denominado F (figura 8) é composto por lquitostrema
papillatum e Goeldamphistoma amazonum, duas espécies recentemente descritas da
Amazénia peruana. A divergéncia nucleotidica entre essas duas espécies
morfologicamente bem distintas é baixa (somente de 2% em analise de 28s rDNA,
enquanto divergéncia entre espécies de Dadaytrema variou entre 2-4%)

O clado H é um clado irmdo de todos os cladorquiideos neotropicais, que
formam uma monofilia. Este clado € composto por trés cladorquiideos ndo neotropicais,
Amurotrema dombrovskajae da regido paleartica, Helostomatis cf. helostomatis da regido
indo-malaia e Pisciamphistoma stunkardii da regido neéartica. A Ultima espécie de
centrarquideos norte-americanos € irma do clado que contém os dois taxons do Velho
Mundo.
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O clado H é um clado-irmé&o de todos os cladorchiids neotropicais (clades A-G),
que formam uma assembléia monofilética.
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BRMS42b Dadaytrema gracile (Pimelodus fur)
88/1 BRMS99a Dadaytrema gracile (Pimelodella gracilis)

100/ BRX58a Dadaytrema minimum (Tocantinsia piresi) Dadavii
84/’0.98 —F BRTO23c¢ Dadaytrema minimum (Pimelodus sp.) adaylinace
Pl44a Dadaytrema minimum (Pterodoras grabulosus)

700 BRPR77b Dadaytrema oxycephalum (Pterodoras granulosus)
—'E RMS64a Dadaytrema oxycephalum (Pygocentrus nattereri)
BRMS45b Dadaytrema oxycephalum (Pterodoras granulosus)

RMS40a Dadaytrema gracile (Pimelodella megalura)
89/0.8 ‘iE?:RROGld Dadaytrema gracile (Pimelodus blochii)

50/0.
G LeE! 100/1 PAX61c Pseudocladorchis nephrodorchis (Serrasalmus manuelli)
—1— PAX42b Pseudocladorchis nephrodorchis (Tometes kramponhah)
95/0.99 B PAX44a Pseudocladorchis nephrodorchis (Myloplus rubripinnis) Kalitrematinae

C 100/1[: PEOXO03 Pseudocladorchis n. sp. 1 (Oxydoras niger)

Pi829a Pseudocladorchis n. sp. 1 (Pterodoras granulosus)
62/0.83 '——————— PAIA06f Cladorchiidae gen. sp. (Metynnis lippincottianus)
ﬁ[ PI324b Doradamphistoma bacuensis (Megalodoras uranoscopus)

1000 PI353a Doradamphistoma bacuensis (Platydoras costatus)

100/1 PAX76a Doradamphistoma bacuensis (Megalodoras uranoscopus)

100/1 1001 BRPR84c Doradamphistoma parauchenipteri n. comb. (Trachelyopterus galeatus)
—F PI803a Doradamphistoma parauchenipteri n. comb. (Trachelyopterus galeatus)

AMPS59a Doradamphistoma parauchenipteri n. comb. (Trachelyopterus galeatus)

Dadayiinae

F o P1403a Goeldamphistomum peruanum (Duopalatinus peruanium)
PI46b Iquitostrema papillatum (Hassar orestis) Kalitrematinae
PAIAOla Cladorchiidae gen. sp. (Tetranematichthys quadrifilis)
_ 597057 TH3 Helostomatis cf. helostomatis (Labiobarbus siamensis)
HJ 86/1 l KT321869 Amurotrema dombrowskajae (Ctenopharyngodon idella) n
I USS16 Pisciamphistoma stunkardi (Lepomis megalotis) Daday"nae

G

100/0.76

AY222212 Diplodiscus subclavatus (Rana ridibunda)

Figura 7. Arvore bayesiana da analise filogenética de 28S rDNA de cladorquiideos parasitos de peixes dulcicolas no Brasil e no Peru. O
primeiro numero mostra os valores de bootstrap (ML — 1.000 replicagdes); o segundo nimero representa o suporte dos ramos pela probabilidade
posterior (4 x 10° generations; burn-in = 4 x 10%). Diplodiscus subclavatus foi usado como grupo externo.

65



0.78

0.76

0.68 PI350c Dadaytrema minimum (Pterodoras granulosus)
ﬂ[’jFMMa Dadaytrema minimum (Calophysus macropterus)

1 BRTO23c Dadaytrema minimum (Pimelodus sp.)

BRX58a Dadaytrema minimum (Tocanlisia piresi)

0.75

0.06 BRMS99a Dadaytrema gracile (Pimelodella gracilis)
1| [ BRMS42b Dadaytrema gracile (Pimelodus fur)
BRRO61a Dadaytrema gracile (Pimelodus blochii)

0.84

0.5

BRMS40a Dadaytrema gracile (Pimelodella megalura)

1T P1829a Pseudocladorchis sp. (Pterodoras granulosus)

L Pi829a.1 Pseudociadorchis sp. (Pterodoras granulosus)
1 I: PEOXO03 Doradamphistoma bacuensis (Oxydoras niger)

0.98 P1774b Doradamphistoma bacuensis (Oxydoras niger)

L— PI356¢c Doradamphistoma bacuensis (Platydoras costatus)

o0.0s[ P1324b Doradamphistoma bacuensis (Megalodoras uranoscopus)
1 |_1

097 Pl444b Doradamphistoma bauensis (Megalodoras uranoscopus)

PAX76a Doradamphistoma bacuensis (Megalodoras sp.)

BRPR84c Doradamphistoma parauchenipteri comb. n. (Trachelyopterus galeatus)

1
1

PAIA24a Doradamphistoma parauchenipteri comb. n. (Trachelyopterus galeatus)
0.03[— BRMS64a Dadaytrema oxycephalum (Pygocentrus nattereri)
1 [ BRMS45b Dadaytrema oxycephalum (Pterodoras granulosus)

BRPR77b Dadaytrema oxycephalum (Pterodoras granulosus)
0.96

1L— PAX96a Dadaytrema oxycephalum (Myloplus schomburgkii)
0.97 PAX42c Dadaytrema oxycephalum (Tometes kranponhah)

PAIA99b Dadaytrema oxycephalum (Heros sp.)

PAIA0GBf Cladorchiidae gen. sp. (Metynnis lippincottianus)

PAX68a Cladorchiidae gen. sp. (Myleus setiger)

PAIAQ1 Cladorchiidae gen. sp. (Tetranematichthys quadrifilis)

Pl46b lquitostrema papillatum (Hassar orestis)

0.04

Figura 8. Arvore bayesiana da anélise filogenética das sequéncias de cox1 mtDNA de cladorquiideos parasitos de peixes dulcicolas do Brasil e
Peru. O nimero representa o suporte dos ramos pela probabilidade posterior (4 x 10 generations; burn-in = 4 x 10%). A arvore foi construida sem

grupo externo.
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— TO23c Dadaytrema minimum (Pimelodus sp.)

10011 AMP100a Dada ytrema minimum (Oxydoras niger)

L BRX58a Dadaytrema minimum (Tocantisia piresi)
94/1

BRMS40a Dadaytrema gracilis (Pimelodella megalura)

BRMS42b Dadaytrema gracilis (Pimelodus fur)

100/0.6

L BRROG61a Dadaytrema gracilis (Pimelodus blochir)

BRPR77b Dadaytrema oxycephalum (Pterodoras granulosus)

100[0'99’/ BRMS45b Dadaytrema oxycephalum (Pterodoras granulosus)

\\ BRMS64a Dadaytrema oxycephalum (Pygocentrus nattereri)

PEOXO01 Doradamphistoma bacuensis (Oxydoras niger)
100/1

BRPR84c Doradamphistoma parauchenipteri n. comb. (Trachelyopterus galeatus)

GU735639 Calicophoron microbothrium (Bulinus forskalii)

0.02

Figura 9. Arvore bayesiana da analise filogenética de 1TS2 rDNA de cladorquiideos parasitos de peixes dulcicolas no Brasil e no Peru. O primeiro
numero mostra os valores de bootstrap (ML — 1.000 replica¢des); o segundo numero representa o suporte dos ramos pela probabilidade posterior

(4 x 10° generations; burn-in = 4 x 10%). Calicophoron microbothrium foi usado como grupo externo.
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4. Discussao

O presente estudo fornece uma lista de 15 espécies de trematodeos
cladorquiideos encontrados em peixes de agua doce na América do Sul (Brasil e Peru),
com numerosos novos registros de hospedeiros (29) e geograficos (8). Além disso, trés
novas espécies sdo propostas e fotos de microscopia eletrénica de varredura de sete
especies foram fornecidas, sendo cinco pela primeira vez. No entanto, a novidade mais
importante do presente estudo é a primeira avaliacdo das relagdes filogenéticas dos
cladorquiideos neotropicais.

No mais abrangente estudo filogenético molecular de digenéticos em nivel de
familia, Olson et al. (2003) incluiu apenas duas espécies da superfamilia
Paramphistomoidea, Solenorchis travassosi Hilmy, 1949 (Cladorchiidae) parasito de
Dugongo dugon (Muller, 1776), na Australia e Diplodiscus subclavatus (Pallas, 1760)
(Diplodiscidae) parasito de Rana ridibunda Palla, 1771 na Bulgéaria. Mais recentemente,
as inter-relacGes de paramphistomes foram feitas usando dados moleculares, mas apenas
um unico cladorquideo parasito de peixe, Amurotrema dombrowskajae Achmerow, 1959,
da carpa Ctenopharyngodon idella (Valenciennes), na regido paleartica foi incluido
(SOKOLOV et al., 2016).

O presente estudo revelou Cladorchiidae como uma familia monofilética,
enquanto duas de suas subfamilias, Dadayiinae e Kalitrematinae, apareceram como nao-
monofiléticas. No entanto, dados moleculares para membros de outras subfamilias de
trematddeos cladorquiideos sdo necessarios antes que qualquer nova proposta na
classificacdo de subfamilia. A mesma preocupacao diz respeito a validade de alguns
géneros morfologicamente bem distintos, mas estreitamente relacionados em nivel
molecular, onde a divergéncia de nucleotideos entre eles aparece igual ou inferior a
divergéncia entre espécimes do mesmo género.

Usando dados moleculares, foi possivel distinguir espécies morfologicamente
similares, como Pseudocladorchis nephrodorchis e Pseudocladorchis sp. e as trés
espécies de Dadaytrema. Em contraste, algumas espécies morfologicamente distintas de
géneros diferentes aparecem estarem intimamente relacionadas, como exemplo,
Goeldamphistoma peruanum e Iquitostrema papillatum. Eles séo visivelmente diferentes
uma do outra, por exemplo, diferem na posicdo dos testiculos e na distribui¢do do Gtero,
na distribuicdo dos foliculos vitelinicos e no tipo do acetadbulo (ver PANTOJA et al.,
2018). Alguns estudos anteriores sobre paramphistomes também revelaram que 28S
rDNA pode ndo ajudar a diferenciar as espécies aparentadas (HWANG; KIM, 1999;
GHATANI et al. 2014).

Os cladorquiideos neotropicais aparecem como monofiléticos, com trés
cladorquiideos ndo neotropicais, Amurotrema dombrovskajae da Russia, Helostomatis cf.
helostomatis da Tailandia e Pisciamphistoma stunkardii dos EUA, que se apresentam em
um clado irmdo. A primeira espécie é nativa do Extremo Oriente da Russia e foi
introduzida com carpas na Asia Central, Leste e Europa Central (CHEN 1985;
SOKOLOV et al. 2016). Esta espécie estd mais relacionada com H. cf. helostomatis da
regido Indomalayan, e ambas séo irmés de P. stunkardii da regido neartica. Manter (1963)
assumiu que este parasito de centrarquideos na América do Norte ndo esta intimamente
relacionado com cladorquiideos do Brasil, tendo se originado de um ancestral marinho.

McClelland (1957) observou semelhanga morfolégica entre espécies de
Brevicaecum McClelland, 1957 (africana) e Kalitrema Travassos, 1933 (sul-americana),
sugerindo que a diferenca na distribuicdo geogréfica € provavelmente insignificante.
Além disso, os cladorquimicos da América do Sul e da Africa compartilham hospedeiros
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similares (peixes Siluriformes e Characiformes) (MANTER 1963; JONES 2005b;
THATCHER 2006). Infelizmente, os dados moleculares ndo estdo disponiveis para
qualquer cladorquideo africano de peixes dulcicolas para ter uma melhor visao sobre a
historia evolutiva do grupo.

No geral, os dados moleculares revelam uma especificidade de hospedeiro
menos restrita da maioria das espécies porque as mesmas espécies de trematodeos
ocorreram em peixes de diferentes espécies, géneros, familias ou mesmo ordens
(Characiformes e Siluriformes). Por exemplo, Dadayius marenzelleri ocorre em
auchenipterideos e serrasalmideos, Dadaytrema minimum em auchenipterideos,
doradideos, pimelodideos e serrasalmideos, e D. oxycephalum em trés familias de
Siluriformes e duas familias de Characiformes. Dados moleculares também confirmaram
a ampla area de distribuicdo de algumas espécies que ocorrem nas duas principais bacias
hidrograficas da América do Sul, ou seja, as bacias dos rios Amazonas e Parana (trés
espécies de Dadaytrema e Dadaytremoides parauchenipteri).

A maioria dos cladorquiideos de peixes de dgua doce da América do Sul ocorre
em peixes Characiformes, mas o extenso material coletado no Brasil e no Peru neste
estudo se concentrou em Silurifomes, com o maior nimero de espécies (e a maior
intensidade de infec¢do) encontradas em doradideos. O numero de cladorquiideos
encontrados em auchenipterideos e pimelodideos foi consideravelmente menor e muito
poucos trematddeos ocorreram em ciclideos, mas os espécimes encontrados em Heros sp.
representou uma nova espécie. Apesar da extensa pesquisa de V.E Thatcher na Amazonia
brasileira nas duas Gltimas décadas do século 20, esse grupo de trematddeos de peixe
ainda é pouco conhecido. E evidenciado por Pantoja et al., (2018) que descreveu trés
novas espécies em dois novos géneros baseados em material da Amazdnia peruana, e um
grande numero de novos registros geograficos e hospedeiros aqui apresentados. A
descricdo de outras trés novas espécies no presente trabalho aumenta a diversidade total
de cladorquiideos em peixes de agua doce para 38 espécies na América do Sul, com
dominancia de taxons que ocorrem na regido Neotropical (THATCHER 2006;
CHOUDHURY et al. 2016; SCHOLZ et al. 2016).
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Capitulo 111

Posicdo filogenética de Pseudosellacotyla lutzi (Freitas, 1941) (Digenea:
Cryptogonimidae), parasito de Hoplias malabaricus (Bloch) na América do Sul, através

de sequencia de 28S rDNA e novas observagdes da ultraestrutura de seu tegumento*

tArtigo publicado: Pantoja, C. S.; Herndndez-Mena, D. I.; De Leon, G. P.P.; Luque, J. L.
2018. Phylogenetic position of Pseudosellacotyla lutzi (Freitas, 1941) (Digenea:
Cryptogonimidae), a parasite of Hoplias malabaricus (Bloch) in South America, through
28S rDNA sequences, and new observations of the ultrastructure of their tegument.
Journal of Parasitology 104: 530-538 (Anexo l1).
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Resumo

O digenético Pseudosellacotyla lutzi (Freitas, 1941) Yamaguti, 1954 teve uma historia
taxondmica instavel e foi classificado varias vezes como membro de diferentes familias,
Nanophyetidae, Heterophyidae, Microphallidae, Faustulidae e Cryptogonimidae. Nove
espécimes individuais da traira, Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), foram amostrados
na bacia do rio Parana, Parand, Brasil; 22 espécimes de P. lutzi foram coletados. Um
espécime foi usado para obter uma sequéncia de 28S rDNA, e para realizar uma anélise
filogenética para avaliar sua posicdo e classificacdo dentro de Plagiorchiida. A arvore
resultante mostra inequivocamente que as espécies, juntamente com acanthostomines,
pertencem a Cryptogonimidae, corroborando com achados recentes baseados na
morfologia das cercérias e nas caracteristicas do ciclo de vida. Alem disso, o estudo da
ultraestrutura das espiculas tegumentares através da microscopia eletrénica de varredura
(MEV) permitiu caracteriza-los como espinhos pectinadas, com projecdes de 3 a 8 digitos
na extremidade distal e estendendo-se da extremidade anterior para a posterior do corpo.
Este estudo também fornece os primeiros dados moleculares para um cryptogonimideo
na América do Sul.

Palavras-chave: MEV, morfologia, sistematica
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Abstract

The freshwater fish digenean Pseudosellacotyla lutzi (Freitas, 1941) Yamaguti, 1954 has
had an unsettled taxonomic history, and has at various times been classified as a member
of Nanophyetidae, Heterophyidae, Microphallidae, Faustulidae, and Cryptogonimidae.
Nine individual specimens of the trahira, Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), were
sampled in the Parana River basin, Parana State, Brazil; 22 specimens of P. lutzi were
collected. One specimen of P. lutzi was used to obtain a sequence of the 28S rDNA, and
to perform a phylogenetic analysis to assess their position and classification within
Plagiorchiida. The resulting tree unequivocally shows that the species, along with
acanthostomines belong to the Cryptogonimidae, corroborating recent findings based on
the morphology of the cercariae, and in the characteristics of the life cycle. In addition,
the study of the ultrastructure of the tegumental spines through scanning electron
microscopy (SEM), allowed us to characterize them as pectinate spines possessing 3 to 8
digitiform projections at their distal end and extending from the anterior to the posterior
extremity of the body. This study also provides the first molecular data for a
cryptogonimid from South America.

Key-words: SEM, morphology, systematic
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1. Introducéo

A traira é uma espécie predatoria pertencente a familia Erythrinidae
(Characiformes) e possui, entre 0s peixes neotropicais dulcicolas, uma das mais amplas
faixas de distribuicdo geogréfica, ocorrendo desde a Costa Rica na América Central até
Buenos Aires na Argentina (OYAKAWA, 2003; FROESE; PAULY, 2017).

O género monotipico Pseudosellacotyla foi proposto por Yamaguti, em 1954,
para incluir P. lutzi, parasito dos cecos pildricos e do intestino de H. malabaricus no
Brasil. Apds a publicacdo do registro original, P. lutzi foi relatado em varios estudos em
uma ampla distribuicdo geografica que inclui localidades na Argentina, Brasil e Colémbia
(KOHN et al.,, 1985; KOHN; FERNANDES, 1987; FERNANDES; KOHN, 2001;
TAKEMOTO et al., 2009; PEREZ-CAICEDO et al., 2010; KOHN et al.,, 2011;
QUINTANA; OSTROWSKI DE NUNEZ, 2014).

Embora P. lutzi pareca ter alta especificidade de hospedeiro para H.
malabaricus, Costa et al. (2015) relataram a presenca deste digenético em H. intermedius
(Glnther). Esse resultado sugere que este cryptogonimid deve ser considerado como parte
da fauna parasitaria principal (sensu Pérez-Ponce de Ledn e Choudhury, 2005) de Hoplias
spp.

O ciclo de vida de P. lutzi foi elucidado experimentalmente por Quintana e
Ostrowski de Nuafiez (2014), e inclui um caramujo thiarid como primeiro hospedeiro
intermediério, um peixe tetragonopterideo ou poecilideo como segundo hospedeiro
intermediario e H. malabaricus como hospedeiro definitivo.

A histéria taxonémica de P. lutzi tem sido controversa, uma vez que a espécie
foi classificada como membro de varias familias diferentes, com base em caracteristicas
morfolégicas, como a forma do corpo piriforme, presenca de espinhos no tegumento,
auséncia de gonotil e saco do cirro, e distribuicao dos foliculos vitelinicos. A espécie foi
originalmente classificada por Freitas (1941) em Nanophyetidae Dollfus, 1939, mais
tarde, foi incluido em Heterophyidae Leiper, 1909 por Yamaguti (1954), depois em
Microphallidae, 1901 por Yamaguti (1958, 1971) e em Faustulidae Poche, 1926 por Bray
(2008). No entanto, a caracterizagdo morfoldgica de todas as fases do ciclo de vida de P.
lutzi permitiu a Quintana e Ostrowski de NUfiez (2014) concluir que a espécie pertence a
familia Cryptogonimidae, 1917.

O objetivo principal deste estudo foi usar uma sequéncia de 28S rDNA de P.
lutzi para testar a posicdo taxondmica e classificacdo dentro da ordem Plagiorchiida, no
contexto da andlise filogenética de Digenea. Adicionalmente, novas informacdes
morfolégicas sobre o tegumento de adultos de P. lutzi através de microscopia eletrdnica
de varredura (MEV) sdo apresentadas.

2. Material e Métodos
2.1.Coleta de material

Espécimes de Hoplias malabaricus foram coletados por pescadores locais ou
comprados nos mercados de peixe entre 2013 e 2016 em varias localidades no Brasil
(bacia do rio Amazénia, bacia do Atlantico Nordeste Ocidental, bacia do Atlantico
Sudeste, bacia do rio Araguaia e bacia do rio Parana). Eles foram examinados com o
auxilio de microscépico estereoscopio para coleta dos digenéticos. Os parasitos coletados
foram lavados em solucdo salina e fixados em formalina aquecida (4%) ou em etanol
absoluto para estudos moleculares. Os espécimes fixados em formalina aquecida foram
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transferidos para etanol 70% para posteriores estudos morfologicos. Nomenclatura e
classificacdo do hospedeiro foram feitas seguindo Froese & Pauly (2018).

2.2.Analise morfologica

Os espécimes fixados em formalina aquecida foram corados com Carmalimem de
Mayer ou tricomio de Gomori, desidratados em uma série ascendente de concentracfes
etilicas e clarificados com salicilato de metila. Posteriormente, foram montados em
balsamo do Canada em laminas permanentes.

Um espécime que foi examinado atraves de microscopia eletronica de varredura
(MEV) foi desidratado através de uma série de concentracgdes etilicas, seco em ponto
critico com diéxido de carbono, montado em stub de metal com fitas adesivas de carbono,
revestido a ouro e, por fim, examinado a 15 kV em um Hitachi Stereoscan Modelo
SU1510 (Hitachi Ltd., Toquio, Japdo) . Para comparacdo, espécimes de P. lutzi,
depositados na Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz, Brasil (CHIOC
32154a-i, 33929a-b, 37987a-c, 38071), parasitos de Hoplias malabaricus,
particularmente aqueles estudados por Fernandes e Kohn (2001) da mesma bacia onde
coletamos nossos espécimes foram estudados. VVouchers foram depositados na CHIOC e
na Coleccion Nacional de Helmintos, Universidad Nacional Autonoma de México
(CNHE), com os numeros de acesso 39066 a-b, e 10742, respectivamente.

2.3.Analise molecular

2.3.1. Extracéo, amplificacédo e sequenciamento de DNA

O DNA gendmico foi isolado de um tnico espécime de P. lutzi usando o reagente
DNAzol (Molecular Research Center, Cincinnati, Ohio), seguindo as instrucdes do
fabricante. A amplificacdo parcial do gene 28 rDNA foi realizada utilizando os primers
391: 5 -~AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3’ (NADLER; HUDSPETH, 1998) e 536:
5° -CAGCTATCCTGAGGGAAAC-3’ (GARCIA-VARELA; NADLER, 2005). As
condigdes de PCR foram as seguintes: 94 °C por 5 minutos (desnaturagéo inicial), seguido
por 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto (desnaturacdo), 50 °C por 1 minuto (anelamento), 72
°C por 1 minuto, e uma extensdo pés-amplificacdo a 72 °C por 10 minutos. Reagdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando-se dois primers internos, o 504 5'-
CGTCTTGAAACACGGACTAAGG-3’ (GARCIA-VARELA; NADLER, 2005) e 0 503
5'-CCTTGGTCCGTGTTTCAAGACG-3’ (STOCK et al., 2001).

O gene alvo foi escolhido de acordo com os dados disponiveis no GenBank. O
produto da PCR foi visualizado com Sybergreen (Invitrogen, Eugene, OR, USA) em gel
de agarose a 1,5%. Todos os produtos amplificados durante a PCR foram purificados com
0 Kit Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life Sciences) seguindo as instru¢des do fabricante.

A partir dos produtos purificados foram realizadas as reac6es de sequenciamento
de DNA com o conjunto de diagnéstico ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems-Perkin Elmer) de acordo com o
protocolo utilizado pelo Instituto de Biologia da Universidad Nacional Autbnoma de
México, como segue como segue: 1.5 ul de Big Dye, 1.25 ul de tampao, oligonucleotideos
iniciadores na concentragdo de 3.2 pmol/ul, 2.5ul de produto da PCR purificado e agua
para completar a reacdo para o volume final de 10 pl. A reacdo foi submetida a0 mesmo
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ciclo de sequenciamento e depois sequenciadas ambas as fitas com o uso do sequenciador
de DNA automético da UNAM.

2.3.2. Analise filogenética

Os contiguos resultantes foram alinhados em Geneious Pro 4.8.4® (Biomatters
Ltd., Auckland, New Zealand) para obter uma Unica sequéncia consenso. Para realizar a
andlise filogenética, a sequéncia obtida de P. lutzi foi alinhada com sequéncias de 62
espeécies de digenéticos da ordem Plagiorchiida, incluidos em 14 familias (Tabela ). Para
fins de comparacédo genética, foram incluidas sequéncias de espécies representativas das
familias em que P. lutzi foi historicamente colocado. Espécies representando varias
superfamilias da ordem Plagiorchiida foram usadas como grupos externos, e o heronimid
Heronimus mollis (Leidy, 1856) Stunkard, 1964 foi usado para o enraizamento da arvore
porque esta incluido em uma superfamilia mais distantemente relacionada.

As sequéncias foram alinhadas com o software ClustalWW (THOMPSON et al.,
1994). A analise filogenética foi realizada sob Inferéncia Bayesiana (Bl) e Méaxima
Verossimilhanca (MV), empregando o modelo de substituicdo de nucleotideos GTR +
GAMA, que foi determinado pelo jModelTest v2 (Darriba et al., 2012).

A inferéncia bayesiana foi conduzida através de MrBayes v. 3.2.1 (Ronquist et
al., 2012), executando duas buscas independentes de MCMC de 4 cadeias a cada corrida
(parametro de aquecimento = 0.5) para 20 milhdes de geracdes e arvores de amostragem
a cada 1.000 geracgdes (printfreq = 1.000 samplefreq = 1.000 diagnfreq = 10.000), e os
periodos de “burn-in” foram definidos para as primeiras 500 geracGes. Uma arvore de
consenso com 50% de regra majoritaria e suporte nodal (valores de probabilidade
posteriores) foi calculada a partir das arvores remanescentes. A inferéncia de ML (100
réplicas), os pardmetros do modelo e o suporte de bootstrap (1.000 réplicas) foram
estimados com 0 RAXML v. 7.0.4 (STAMATAKIS, 2006). As arvores filogenéticas
obtidas da analise foram visualizadas no FigTree v.1.4.3. (RAMBAUT, 2016). A
sequéncia de P. lutzi foi depositada no GenBank com o nimero de acesso MH368357.

3. Resultados

Digenéticos coletados no intestino de H. malabaricus do rio Parang, Parana,
Brasil, foram identificados como Pseudosellacotyla lutzi apos analise morfol6gica dos
espécimes montados em laminas permanentes, apds comparacdo com espécimes
depositados na CHIOC e também com a redescricdo da espécie feita por Quintana e
Ostrowski de Nufiez (2014).

A prevaléncia de P. lutzi foi de 11% (9 peixes examinados, um infectado com
22 digenéticos). Um individuo foi sequenciado e uma analise filogenética foi conduzida
para 28S rDNA. O alinhamento final consistiu de 1.456 pares de bases e incluiu
sequéncias de 62 espécies da ordem Plagiorchiida. As frequéncias de nucleotidicas foram
as seguintes: A =0.209, C =0.214, G =0.316 e T = 0.260. A arvore filogenética obtida
a partir da analise MV teve uma probabilidade log de - 17898.628266. A analise MV
produziu uma unica arvore mostrando as relacGes entre as especies. A IB produziu uma
arvore com uma topologia semelhante a da arvore ML.

A Figura 1 representa a arvore MV sobre a qual as probabilidades posteriores da
analise de Bl foram incorporadas. Estas arvores mostram que P. lutzi ndo esta
intimamente relacionada com espécies incluidas em Heterophyidae, Microphallidae e
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Faustulidae. Em vez disso, ela estd como espécie irmd de Acanthosthomum burminis
Bhalerao, 1926, embora com baixos valores de “bootstrap” e de probabilidade posterior
(55/0.7). No entanto, estas duas espécies estdo inequivocamente dentro de
Cryptogonimidae, uma relagdo altamente suportada (99/1). As relacBes filogenéticas
entre os criptogonimideos com base nas sequéncias de 28S rRNA disponiveis no Genbank
ndo estdo bem resolvidas, uma vez que varios nos sdo suportados por valores muito baixos
de “bootstrap” e de probabilidade posterior (Fig. 1).

Morfologicamente, os espécimes de P. lutzi caracterizam-se por possuir um
corpo pequeno e piriforme, com um tegumento (ventral e dorsal) armado de espinhos
semelhantes a escamas, dorsoventralmente achatados (espinhas pectinadas), estendendo-
se da anterior para a posterior parte do corpo (Figuras 2A, B). Os espinhos tegumentares
diminuem em densidade da parte anterior para a posterior, mas ndo em tamanho; eles tém
aproximadamente o mesmo comprimento e largura ao longo do corpo, e sédo serrilhados
na extremidade distal, com 3 a 8 digitiformes projecdes.

O mesmo padrdo serrilhado é exibido por todos 0s espinhos no corpo, incluindo
aqueles na extremidade posterior (Figuras 2C, D). As microfotografias de MEV também
mostram como o acetabulo esta inserido na superficie ventral do corpo; a area muscular
de ambas as ventosas, oral e ventral, ndo possui espinhos.
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Tabela 1. Digenéticos usados na analise filogenética (28S rDNA) em ordem alfabética por espécie e familia com o nimero de acesso do
GenBank, hospedeiro, localizacdo geografica e referéncia bibliografica dos isolados.

Genbank Numero

Espécie Familia Hospedeiro Localidade de acesso Referéncia
Acanthochasmus sp. Cryptogonimidae Morone chrysops EUA KY978880 Kvach et al., 2017
Acanthostomum burminis Cryptogonimidae Xenochrophis piscator Tailandia KC489791 Kvach et al., 2017
Adlardia novaecaledoniae Cryptogonimidae Nemipterus furcosus New Caledonia  FJ554632 Miller et al., 2009
Anisocladium fallax Cryptogonimidae Uranoscopus scaber Rdssia KY978883 Kvach et al., 2017
Anisocoelium capitellatum  Cryptogonimidae Uranoscopus scaber Russia KY978882 Kvach et al., 2017
Aphalloides coelomicola Cryptogonimidae Kinowitschia caucasia  Bulgaria KJ162159 Stoyanov et al., 2015
Beluesca littlewoodi Cryptogonimidae Plectorhinchus gibbosus ~ Australia EF566867 Miller e Cribb, 2007a
Caecincola parvulus Cryptogonimidae Micropterus salmoides EUA AY222231 Olson et al 2003
Centrovarium sp. Cryptogonimidae Perca flavescens EUA EF547547 N&o publicado
Caulanus thomasi Cryptogonimidae Lutjanus bohar Australia EF428144 Miller and Cribb, 2007a
Centrovarium marinum Cryptogonimidae Lutjanus sp. Australia HMO056037 Miller et al., 2010
Chelediadema marjoriae Cryptogonimidae Diagramma labiosum Australia EF566866 Miller e Cribb, 2007b
Gynichthys diakidnus Cryptogonimidae Plectorhinchus gibbosus  Austrélia FJ907333 Miller e Cribb, 2009
Latuterus maldivensis Cryptogonimidae Lutjanus bohar Austrélia EF428146 Miller e Cribb, 2007b
Latuterus tkachi Cryptogonimidae Lutjanus bohar Australia EF428145 Miller e Cribb, 2007b
Lobosorchis polygongylus Cryptogonimidae Lutjanus gibbus Maldivas FJ154902 Miller et al., 2009
Metadena lutiani Cryptogonimidae Lutjanus bohar Australia KF417630 Miller e Cribb, 2013
Mitotrema anthostomatum Cryptogonimidae Cromileptes altivelis EUA AY222229 Olson et al., 2003
Neochasmus umbellus Cryptogonimidae Morone chrysops EUA KY978880 Kvach et al., 2017
Neoparacryptogonimus . Lutjanus carponotatus - . :

ovatus Cryptogonimidae Australia EF116616 Miller e Cribb, 2007c
Oligogonotylus manteri Cryptogonimidae Cichlasoma urophthalmu México EU662169 Razo-Mendivil et al., 2008
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Pseudosellacotyla lutzi
Retrovarium amplorificium
Siphodera vinaledwardsii
Siphoderina grunnitus
Siphoderina manilensis
Siphomutabilus gurukun
Tabascotrema verai
Timoniella imbutiforme
Varialvus charadrus
Tanaisia fedtschenkoi
Antorchis pomacanthi
Trigonocryptus conus

Steringophorus thulini
Fellodistomum agnotum
Ascocotyle pindaramensis
Centrocestus formosanus
Cryptocotyle lingua
Euryhelmin costaricensis
Galactosomum lacteum
Haplochoides sp.
Haplorchis popelkae
Heterophyes heterophyes
Metagonimoides oregonensis
Metagonimus hakubaensis
Pholeter gastrophilus
Procerovum cheni

Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Cryptogonimidae
Eucotylidae

Faustulidae

Faustulidae

Fellodistomidae
Fellodistomidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae
Heterophyidae

Hoplias malabaricus
Symphorus nematophorus
Sciaenops ocellatus
Plectorhinchus gibbosus
Lutjanus vitta

Caesio caerulaurea
Petenia splendida
Atherina boyeri

Lutjanus vitta

Anas platyrhynchus
Pomacanthus sexstriatus

Arothron nigropunctatus
Corvphaenoides
(Chalinura) mediterranea

Anarhiehas lupus
Poecilia vivipara
Mesocricetus auratus
Littorina littorea
Hynobius lichenatus
Phalacrocorax carbo
Arius graeffei

Elseya dentata

Mugil cephalus
Pleurocera proxima
Lethenteron reissneri
Tursiops truncatus
Anabas testudineus

Brasil
Australia
EUA
Australia
Australia
Australia
México
Franca
Australia
Ucrania
EUA
EUA

Reino Unido
Escécia
Brasil
Tailandia
Alemanha
Japéao
Ucrania
Australia
Australia
Italia
EUA
Japéo
Espanha
Tailandia

MH368357
EF116609
AY222230
EU571261
HMO056035
KF417631
JX023380
MF491865
HM187778
AY116870
AY222268
AY222270

AJA05297

AJ405289

KJ094561

HQ874609
AY222228
AB521799
AY 222227
AY 222226
EU883584
KU559553
JQ995473

KM061388
KT883853
HMO004179

Presente estudo
Miller e Cribb, 2007c
Olson et al., 2003
Miller e Cribb, 2008
Miller et al., 2010a
Miller e Cribb, 2013
Razo-Mendivil et al., 2015
Kvach et al., 2017
Miller et al., 2010a
Olson et al., 2003
Olson et al., 2003
Olson et al., 2003

Bray et al., 1999
Bray et al., 1999
Borges et al., 2017
Thaenkham et al., 2011
Olson et al., 2003
Sato et al., 2010
Olson et al., 2003
Olson et al., 2003
Snyder and Tkach, 2009
Masala et al., 2016
Belden et al., 2012
Pornruseetairatn et al., 2016
Fraija-Fernandez et al., 2015
Thaenkham et al., 2010
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Pygidiopsis macrostomum Heterophyidae Poecilia vivipara Brasil KT877409 Borges et al., 2017
Stellantchasmus falcatus Heterophyidae Homo sapiens Vietnd HMO004174 Thaenkham et al., 2010
Stictodora sp. Heterophyidae Liza saliens Italia KU559563 Masala et al., 2016
Heronimus mollis Heronimidae Chelydra serpentina EUA AY116878 Olson et al., 2003
Maritrema arenaria Microphallidae Barnacle Reino Unido AY220629 Tkach et al., 2003
Microphallus abortivus Microphallidae Hydrobia ulvae EUA AY220626 Tkach et al., 2003
Amphimerus ovalis Opistorchiidae Trionyx muticus EUA AY116876 Olson et al., 2003
Clonorchis sinensis Opistorchiidae Homo sapiens Vietna JF823989 Thaenkham et al., 2011
Opisthorchis noverca Opistorchiidae Sus scrofa domestica india KC295443 Né&o publicado
Pachypsolus irrotus Pachypsolidae Lepidochelys olivacea México AY222274 Olson et al., 2003
Phaneropsolus praomydis Phaneropsolidae Rhabdomys dilectus Malawi KJ700422 Kanarek et al., 2014
Pleurogenes claviger Pleurogenidae Rana temporaria Ucrania AF151925 Tkach et al., 2000
Prosthogonimus cuneatus Prosthogonimidae Sturnus vulgaris Ucrania AY220634 Tkach et al., 2003
Renicola sp. Renicolidae Numenius arquata Ucrania AY116871 Olson et al., 2003
Zoogonoides viviparus Zoogonidae Callionymus lyra Reino Unido AY?222271 Olson et al., 2003
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Heronimus mollis AY116878

Steringophorus thulini AJ405297 f :
— " Fellodistomidae

Fellodistomum agnotum AJ405289
Microphallus abortivus AY220626

90/ 0.99 Maritrema arenaria AY220629 Microphallidae
Phaneropsolus praomidis KJ700422 Phaneropsolidae
"L|__ Pleurogenes claviger AF151925 Pleurogenidae
Prosthogonimus cuneatus AY220634 Prosthogonimidae
—?Renicola sp. AY116871 Renicolidae
100/1 Tanaisia fedtschenkoi AY116870

Eucotylidae

Pachypsolus irroratus AY222274 Pachypsolidae
:%Zoogonoideswmams AY222271 Zoogonidae
100/1 Trigonocryptus conus AY222270 f
gocd Antorchis pomacanthi AY222268 Faustalidae
Cryptocotyle lingua AY222228

Euryhelmis costaricensis AB521799 Heterophyidae
Amphimerus ovalis AY116876
Opisthorchis noverca KC295443 Opisthorchiidae
99/ 1k Clonorchis sinensis JF823989
Metagonimoides oregonensis JQ995473
Metagonimus hakubaensis KM061388
Heterophyes heterophyes KU559553
Galactosomum lacteum AY222227
Ascocotyle pindoramensis KJ094561
Pygidiopsis macrostomum KT877409
Pholeter gastrophilus KT883853
Stellantchasmus falcatus HM004174
Stictodora sp. KU559563
Haplorchoides sp. AY222226
Procerovum cheni HM004179
Haplorchis popelkae EU883584
Centrocestus formosanus HQ874609
Acanthostomum burminis KC489791
Pseudosellacotyla lutzi
Mitotrema anthostomatum AY222229
Aphalloides coelomicola KJ162159
Timoniella imbutiforme MF491865
Centrovarium sp. EF547547
Toor1 i Neochasmus umbellus KY978881
Acanthochasmus sp. KY978880
Oligogonotylus manteri EU662169
Neoparacryptogonimus ovatus EF116616
Caulanus thomasi EF428144
Latuterus maldivensis EF428146
Latuterus tkachi EF428145
Siphoderina grunnitus EU571261
Varialvus charadrus HM187778
Beluesca littlewoodi EF566867 Cryptogonimidae
| Chelediadema marjoriae EF566866
Retrovarium amplorificium EF116609
‘l i—Anisocoe/ium capitellatum KY978882
Anisocladium fallax KY978883
Caecincola parvulus AY222231
Tabascotrema verai JX023380
Metadena lutiani KF417630
'I:ECentrovarium marinum HM056037
Siphoderina manilensis HM056035
_I: Siphodera vinaledwardsii AY222230
Gynichthys diakidnus FJ907333
Adlardia novaecaledoniae FJ554632
E!phomutabllus gurukun KF417631
Lobosorchis polygongylus FJ154902

95/ 1

Heterophyidae

Figura 1. Analise filogenética de alguns membros da ordem Plagiorchiida estimada por
MV e IB usando sequéncias parciais de 28S rDNA mostrando a posi¢do de
Pseudosellacotyla lutzi. O ID da sequéncia do GenBank segue o nome da espécie.
Probabilidade posterior e os valores de suporte de maxima verossimilhanca sdo dados
acima dos ramos (probabilidades inferiores a 0.90 e valores “bootstrap” inferiores a 90
ndo foram relatados, exceto para o clado de Acanthostomum e Pseudosellacotyla.
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Figura 2. A-D. Microscopia eletronica de varredura de Pseudosellacotyla lutzi (Freitas,
1941) Yamaguti, 1954. A, adulto, vista ventral; B, superficie da regido anterior de P. lutzi;
C, detalhe dos espinhos pectinados da regido anterior mostrando 8 projecoes digitiformes;
D, detalhe dos espinhos da regi&o posterior mostrando 3 proje¢des digitiformes. Barras
de escala: A =50 um, B=25 um, C =5 pum, D =10 pm.

4. Discussao

Nossos espécimes foram identificados como P. lutzi, pois estdo de acordo com
aredescricdo recentemente apresentada por Quintana e Ostrowski de Nufiez (2014). Além
do mais, alguns dos espécimes estudados por estes autores foram obtidos da mesma area
geogréfica, na bacia do rio Parani, que desemboca no oceano Atlantico Sul.
Pseudosellacotyla lutzi foi originalmente descrito como Sellacotyla lutzi Freitas, 1941, e
mais tarde transferido para o género Pseudosellacotyla Yamaguti, 1954 por conta da
presenca de espinhos no tegumento. Esses espinhos ndo foram mencionados na descri¢do
original (FREITAS, 1941; YAMAGUTI, 1954). Esta espécie foi considerada membro de
Nanophyetidae, Heterophyidae, Microphallidae (ver FREITAS, 1941; YAMAGUTI,
1954, 1958, 1971) e, mais recentemente, Faustulidae (BRAY, 2008); no entanto,
Quintana e Ostrowski de Nufiez (2014) evidenciaram que P. lutzi, na verdade, pertence a
familia Cryptogonimidae com base em comparagdes morfoldgicas entre os estagios do
ciclo de vida, complementados com infeccGes experimentais entre hospedeiros
intermediarios e definitivos. Uma discussdo detalhada sobre a separacdo de P. lutzi de
Faustulidae foi apresentada por Quintana e Ostrowski de Nufiez (2014), e caracteres,
como a vesicula excretora em forma de V com bragos curtos, a presenca da ventosa
ventral embebida na superficie ventral e cercaria opisthorchioid que se desenvolve em
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rediae em gastropodes coloca a espécie em Cryptogonimidae. Quintana e Ostrowski de
Nufez (2014) notaram uma estreita semelhanca entre P. lutzi e espécies de
Acanthostomum Looss, 1899. Nossa analise filogenética baseada em 28S rDNA revelou
que P. lutzi é uma espécie irma de Acanthostomum burminis (Bhalerao, 1926) Bhalerao,
1936, corroborando ainda mais com os achados de Quintana e Ostrowski de Nufiez (2014)
baseados em estudos morfoldgicos e caracteristicas do ciclo de vida. Além disso, a
topologia da arvore mostrou que P. lutzi e A. burminis estdo alinhados dentro dos
Cryptogonimidae, com alto suporte das analises de MV e BIl. No geral, a familia
Cryptogonimidae é apresentada como monofilética, embora o suporte para varios nos
sejam muito baixos. Provavelmente, esses suportes baixos sejam resultado de
amostragem incompleta do grupo; relativamente poucas sequéncias de DNA estdo
disponiveis para criptogonimideos e nem todos 0s géneros tém uma espécie sequenciada
representativa, em contraste com a consideravel diversidade da familia.

Espécies de Pseudosellacotyla e Acathostomum séo caracterizadas por terem
espinhos tegumentares e pela auséncia de um gonotil, embora possam ser distinguidas
porque espécies de Acanthostomum possuem a ventosa oral em forma de funil com uma
unica fileira de espinhos, cecos longos e testiculos tandem.

Espécies de Retrovarium Miller e Cribb, 2007 compartilham com P. lutzi a
presenca de espinhos tegumentares, proporcdes corporais, distribuicdo da vitelaria e
auséncia de gonotil e espinhos na ventosa oral. Dados moleculares de espécies de
Retrovarium estdo disponiveis no GenBank, no entanto, nossa analise filogenética
mostrou que Pseudosellacotyla e Retrovarium nédo sdo préximos (figura 1). Além disso,
as 13 espécies do género Retrovarium que parasitam peixes marinhos (a maioria deles na
Austrdlia, Polinésia Francesa e Maldivas) ndo mostram nenhum padréo de associacdo de
hospedeiro prontamente discernivel (ver MILLER; CRIBB, 2007c).

Os resultados da nossa analise filogenética contrastam com avalia¢fes baseadas
na morfologia, em termos das relacfes entre alguns géneros de Cryptogonimidae. Por
exemplo, Brooks (1980) e Brooks e Holcman (1993), realizaram uma analise filogenética
baseada na morfologia da subfamilia Acanthostominae. Nestas analises 0s géneros
Acanthostomum e Timoniella Rebecq, 1960 foram classificados como pertencentes a
subfamilia Acanthostominae, juntamente com géneros 0s Gymnatrema Morozov, 1955,
Caimanacola Freitas e Lent, 1938, e Proctocaecum Baugh, 1957. Nossa arvore
filogenética mostra que Acanthostomum e Timoniella ndo estdo intimamente relacionados
(ver Figura 1). Timoniella imbutiforme (Molin, 1859) Gohar, 1934 estad como espécie
irma de Aphalloides coelomicola Dollfus, Chabaud e Golvan, 1957. Essas relacGes
filogenéticas sdo consistentes com as topologias obtido por Kvach et al. (2017, 2018). A
analise filogenética de Brooks e Holcman (1993) baseada em dados morfolédgicos sugeriu
que o género Timoniella fosse basal, e Acanthostomum e Caimanacola grupos irmaos,
embora nenhum outro criptogonimideo tenha sido incluido na analise, eles supuseram
que a subfamilia Acanthostominae fosse monofilética. Mais estudos sdo necessarios para
uma melhor compreensdo da histéria evolutiva dos membros da familia
Cryptogonimidae, e ainda uma amostragem mais densa de representantes que inclua
espécies representativas de mais géneros € necessaria antes que conclusdes robustas
possam ser alcancadas.

A superficie do tegumento foi estudada em poucas espécies de criptogonimideos
usando MEV (ver, TKACH; SNYDER, 2003; OSTROWSKI et al., 2011a, 2011b). O
tegumento das espécies de Parspina Pearse, 1920, reportados como parasitos de
siluriformes e gymnotiformes na América do Sul (ver KOHN et al., 2007; OSTROWSKI
DE NUNEZ et al., 2017) é relativamente semelhante ao descrito neste estudo para P. lutzi.
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Espécies de Parspina podem ser facilmente distinguidas de P. lutzi por terem um corpo
alongado, uma coroa de espinhos oral e um gonotil; no entanto, os espinhos ao longo do
corpo se assemelham aqueles mostrados por P. lutzi. O tegumento de P. lutzi possui
espinhos serrilhados e semelhantes a escamas, densidade diminui da parte anterior para a
posterior (ventral e dorsal), mas possuem aproximadamente 0 mesmo tamanho ao longo
do corpo; o tamanho uniforme dos espinhos tegumentares ¢ uma condigdo também
encontrada em Acanthostomum macroclemidis Tkach e Snyder, 2003, um
cryptogonimideo estudado através de MEV (TKACH; SNYDER, 2003); no entanto, essa
condicdo contrasta com espécies de Parspina onde os espinhos diminuem também em
tamanho da parte anterior do corpo, e a extremidade distal de cada coluna é altamente
serrilhada (OSTROWSKI et al., 2011a; 2011b).

Além disso, em P. lutzi a extremidade distal de cada espinho possui de 3 a 8
projecdes digitiformes. E possivel que a forma dos espinhos em escala (ou espinhos
pectinados) em criptogonimideos revelados através de MEV pode resultar em carater para
distinguir espécies. Antonelli et al. (2014) descobriram que a superficie corpérea de
Apophallus tubarium (Rudolphi, 1819) Poche, 1926 se assemelha ao que foi estabelecido
para outros criptogonimideos, mas esses autores também referiram que a maturacao dos
espinhos tegumentares de digenéticos podem mostrar mudangas graduais na forma e
nimero de projecdes digitiformes. Este caractere parece ser variavel entre
criptogonimideos e, apesar de também ser exibido por outras espécies de digenéticos (ver
ANTONELLI et al., 2014), pode ser usado para fins taxondmicos de diferenciacdo em
nivel de género, mas isso precisa ser determinado pela analise do tegumento de mais
espécies.

Na América do Sul, Cryptogonimidae é representada por 16 espécies alocadas
em 11 géneros, dos quais 10 sdo monotipicos, incluindo Pseudosellacotyla
(CHOUDHURY et al., 2016). Pseudosellacotyla lutzi é de particular interesse devido a
sua alta especificidade por H. malabaricus. Além disso, a espécie foi encontrada em uma
ampla distribuicdo geogréfica, incluindo Argentina, Brasil e Coldmbia. Seja ou ndo
Pseudosellacotyla lutzi uma espécie com ampla distribuicdo geografica ou um complexo
de espécies cripticas (ver PEREZ-PONCE DE LEON; NADLER, 2010), é necessario
uma maior amostragem molecular de individuos em toda a extensdo geogréfica, e essa
ampla extensdo faz de P. lutzi um modelo interessante para realizar um estudo de
prospeccdo molecular (sensu BLOUIN, 2002). Outros criptogonimideos demonstraram
representar um complexo de espécies cripticas no que antes era considerada uma Unica
espécie (ver MILLER; CRIBB, 2007b; MILLER etal., 2010b; RAZO-MENDIVIL et al.,
2015).

Avaliacdes recentes da diversidade de helmintos parasitos de peixes dulcicolas
requerem o uso de sequéncias de DNA (PEREZ-PONCE DE LEON; CHOUDHURY,
2010); nesse contexto, nosso estudo foi Util para corroborar a classificacdo e determinacéo
das relacOes filogenéticas de P. lutzi através de dados moleculares. O inventario dos
digenéticos parasitos peixes dulcicolas na América do Sul esta longe de ser completo,
especialmente considerando a extraordinaria riqueza de espécies de peixes na area (ver
KOHN et al., 2007; CHOUDHURY et al., 2016; OSTROWSKI DE NUNEZ et
al., 2017); ainda, estudos de sisteméatica molecular de digenéticos parasitos de peixes de
agua doce na América do Sul ainda sdo muito escassos; tais estudos Sao necessarios para
explicacbes robustas sobre a distribuicdo de parasitos de peixes dulcicolas em um
gradiente latitudinal, em grande parte explicado pelo chamado Grande Intercambio
Bidtico Americano (GABI, do inglés “Great American Biotic Interchange”)  como foi
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citado por CHOUDHURY et al., (2017).
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Capitulo 1V

Diagnostico morfolégico e molecular de Acanthostomum gnerii Szidat, 1954 (Digenea:
Cryptogonimidae) parasitando Rhamdia quelen (Siluriformes: Heptapteridae), Para,
Brasil.
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Resumo

O cryptogonimideo Acanthostomum gnerii parasito de Rhamdia quelen (Siluriformes:
Heptapteridae) foi estudado através de anélise molecular (28S rDNA e cox1 mtDNA) e
morfologica. Essa espécie foi encontrada pela primeira vez no rio Marapanim, estado do
Para, Brasil. Um de dez espécimes de R. quelen (10%) foi encontrado infectado. A
posicao filogenética de A. gnerii foi determinada pela caracterizacdo molecular de 28S
rDNA, e esta espécie mostrou similaridade de 93% com A. burminis.

Palavras-chave: 28S rDNA, cox1 mtDNA, MEV
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Abstract

The cryptogonimid Acanthostomum gnerii parasite of Rhamdia quelen (Siluriformes:
Heptapteridae) was studied by molecular (28S rDNA and coxl mtDNA) and
morphological analysis. This species was found for the first time in the Marapanim river,
state of Para, Brazil. One of ten specimens of R. quelen (10%) was found infected. The
phylogenetic position of A. gnerii was determined by the molecular characterization of
28S rDNA, and this species showed similarity of 93% with A. burminis.

Key-words: 28S rDNA, cox1 mtDNA, SEM
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1. Introdugéo

Cryptogonimidae Ward, 1917 é uma familia rica de espécies (mais ou menos
370 species) com membros parasitando intestino e ceco pilérico de tele6steos marinos,
dulcicolas, répteis e ocasionalmente anfibios (MILLER; CRIBB, 2007; MILLER;
CRIBB, 2013; MILLER et al., 2009; MILLER et al., 2010a; MILLER et al., 2010b;
CRIBB; GIBSON, 2017; TKACH; SNYDER, 2003; TKACH; BUSH, 2010;
FERNANDES et al., 2013; MARTINEZ-AQUINO et al., 2017).

Na Ameérica do Sul, esta familia est4 representada por 16 espécies em 11
géneros parasitando peixes dulcicolas. Dez géneros sao monotipicos e um (Parspina
Pearse, 1920) possui seis espécies, sendo quatro delas descritas nos ultimos anos
(CHOUDHURY et al, 2016). Um cryptogonimideo comumente reportado no trato
gastrointestinal de peixes Siluriformes nesta regido e também na América Central é
Acanthostomum gnerii (LAMOTHE-ARGUMEDO; PONCIANO-RODRIGUEZ,1985;
WATSON, 1976; LUNASCHI, 1968; OSTROWSKI DE NUNEZ; GIL DE
PERTIERRA, 1991; 1995; FORTES; HOFFMANN, 1995; KHON; FROES, 1995;
CORREA; BRASIL-SATO, 2008; MARTINS et al., 2016).

Acanthostomum gnerii foi descrito por Szidat (1954) no Rio Parana, Argentina,
parasitando Rhamdia quelen (Siluriformes: Heptapteridae), dentre demais caracteristicas,
com dois cecos intestinais. Posteriormente, Lunaschi (1986) redescreveu a espécie por
observar com maiores detalhes as estruturas reprodutivas e sua redescri¢cdo se fundou,
principalmente, pela observacdo de apenas um ceco intestinal. O ciclo de vida deste
digenético € um dos poucos elucidados entre os trematddeos parasitos de peixes da
América do Sul (OSTROWSKI DE NUNEZ; GIL DE PERTIERRA, 1991).

Desde a descrigdo original, diversos autores estudaram a morfologia de A. gnerii
e recentemente, Martins et al., (2016) forneceu dados de MEV e dados histologicos desta
espécie coletada em Rhamdia quelen no rio Madre, Santa Catarina, Brasil, além de fazer
um estudo comparativo das medidas.

O presente estudo providencia uma analise morfolégica e a primeira
caracterizacdo genética de Acanthostomum gnerii.

2. Material e Métodos

2.1.Coleta de material

Espécimes de Rhamdia quelem foram coletados por pescadores locais no Rio
Marapanim (Bacia do Atlantico Norte) em lgarapé-acu, Pard em 2016. Eles foram
examinados com o auxilio de microscépico estereoscopio para coleta dos digenéticos. Os
digenéticos coletados foram lavados em solucdo salina e fixados em formalina aquecida
(4%) ou em etanol absoluto para estudos moleculares. Os espécimes fixados em formalina
aquecida foram transferidos para etanol 70% para posteriores estudos morfoldgicos.
Nomenclatura e classificagdo do hospedeiro foram feitas seguindo Froese & Pauly
(2018).
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2.2.Analise morfologica

Os espécimes fixados em formalina aquecida foram corados com Carmalimem de
Mayer e foram desidratados em uma serie ascendente de concentracdes etilicas.
Posteriormente, foram clarificados com eugenol (6leo de cravo) e montados em balsamo
do Canada em laminas permanentes. Para comparac¢éo, os seguintes vouchers de A. gnerii
e Acanthostomum sp. da Cole¢do Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, Brasil (CHIOC) foram estudados: 36566, 36567, 38418, 32186 e 36565.

Dois espécimes foram examinados atraves de microscopia eletronica de varredura
(MEV). Eles foram desidratados através de uma série de concentracdes etilicas, seco em
ponto critico com didxido de carbono, montado em stub de metal com fitas adesivas de
carbono, revestido a ouro e, por fim, examinado a 15 kV em um Hitachi Stereoscan
Modelo SU1510 (Hitachi Ltd., Toquio, Japdo). Vouchers serdo depositados na CHIOC e
na Coleccion Nacional de Helmintos, Universidad Nacional Auténoma de México
(CNHE).

2.3.Analise molecular

2.3.1. Extracéo, amplificacédo e sequenciamento de DNA

O DNA gendmico foi isolado, individualmente, de trés espécimes de A. gnerii
usando o reagente DNAzol (Molecular Research Center, Cincinnati, Ohio), seguindo as
instrucGes do fabricante. A amplificagdo parcial do gene 28 rDNA foi realizada utilizando
os primers 391: 5° -AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3’ (Nadler e Hudspeth, 1998) e
536: 5° -CAGCTATCCTGAGGGAAAC-3’ (Garcia- Varela e Nadler, 2005). As
condicdes de PCR foram as seguintes: 94 °C por 5 minutos (desnaturacdo inicial), seguido
por 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto (desnaturacao), 50°C por 1 minuto (anelamento), 72
°C por 1 minuto, e uma extensdo pos-amplificacdo a 72°C por 10 minutos. Reagbes de
sequenciamento foram realizadas utilizando-se dois primers internos, o 504 5'-
CGTCTTGAAACACGGACTAAGG-3’ (GARCIA-VARELA e NADLER, 2005) e 0
503 5'-CCTTGGTCCGTGTTTCAAGACG-3’ (STOCK et al., 2001).

A regido codificante da subunidade I da citocromo oxidase (cox-1 mtDNA) foi
amplificada usando os primers JB3 [5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3] e JB4
[5-TAAAGAAAGAACATAAGTAAAATG-3] (BOWLES et al. 1992). O volume final
da reagdo de PCR foi de 25 pl, sendo 2,5 ul de tampao de reacdo menos Mg (10X), 1,5 ul
of MgCl2 (50 mM), 1, 5 ul of ANTP’s (2.5 mM), 1.5 pul de cada primer (10 mM), 0.25 pl
de Platinum Taq DNA polymerase (5 U/ul), 14.25 ul de H20 e 2 ul de DNA genomico.
As amostras foram colocadas no termociclador (Mastercycler Personal-Eppendorf) e
submetidas ao parametro de amplificagdo proposto por Utuk e Piskin (2012).

O gene alvo foi escolhido de acordo com os dados disponiveis no GenBank. O
produto da PCR foi visualizado com Sybergreen (Invitrogen, Eugene, OR, USA) em gel
de agarose a 1,5%. Todos os produtos amplificados durante a PCR foram purificados com
0 Kit Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life Sciences) seguindo as instru¢des do fabricante.
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A partir dos produtos purificados foram realizadas as reac6es de sequenciamento
de DNA com o conjunto de diagndstico ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems-Perkin Elmer) de acordo com o
protocolo utilizado pelo Instituto de Biologia da Universidad Nacional Autonoma de
México, como segue como segue: 1.5 ul de Big Dye, 1.25 ul de tampao, oligonucleotideos
iniciadores na concentragdo de 3.2 pmol/ul, 2.5ul de produto da PCR purificado e agua
para completar a reacdo para o volume final de 10 ul. A reacdo foi submetida a0 mesmo
ciclo de sequenciamento e depois sequenciadas ambas as fitas com o uso do sequenciador
de DNA automatico MegaBACE (GE Healthcare Life Sciense) da UFRRJ.

2.3.2. Andlise filogenética

As sequéncias obtidas neste estudo e as obtidas no GenBank foram alinhadas
usando o algoritmo E-INS-I do programa MAFFT (KATOH; STANDLEY 2013)
implementado no Geneious™ versdo 8.1.4. Os alinhamentos foram analisados pelos
métodos de Inferéncia Bayesiana (Bl) e Maxima Verossimilhanca (ML) empregando o
modelo de substituicdo de nucleotideos que foi calculado no programa jModelTest
v2.1.10 (DARRIBA et al., 2012). Para a anélise 28S rDNA, o modelo de substituicdo de
nucleotideos foi GTR + | + G. Arvore de BI foi construida usando MrBayes ver. 3.2
(RONQUIST et al. 2012) executando dois MC3 independentes de 4 cadeias (uma fria,
trés aquecida) por 5 milhdes de geracdes (ngen = 5.000.000), topologias de arvore de
amostragem a cada 1.000 geracéo (samplefreq = 1.000) e as primeiras 500 amostras foram
descartados como burn-in (burninfrac = 0,10). Tracer v.1.6 (RAMBAUT et al. 2014) foi
usado para verificar a convergéncia e a mistura de diferentes parametros e para confirmar
que o tamanho efetivo da amostra (ESS) de cada parametro era adequado para fornecer
estimativas razodveis da variancia nos parametros do modelo (ie Valores de ESS> 200).
O opistorchideo Opisthorchis noverca (KC295443) foi usado como grupo externo para
analise de 28S rDNA. A sequéncia obtida neste estudo foi alinhada com sequéncias do
GenBank (ver tabela 1).
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Tabela 1. Digenéticos usados na analise filogenética (28S rDNA) com o nimero de acesso do GenBank, hospedeiro, localizacdo geografica e
referéncia bibliografica dos isolados.

Genbank NUmero

Espécie Familia Hospedeiro Localidade de acesso Referéncia
Acanthochasmus burminis Cryptogonimidae Xenochrophis piscator Tailandia KC489791 Kvach et al., 2018
Acanthostomum gnerii Cryptogonimidae Rhamdia quelen Brasil - Presente estudo
Adlardia novaecaledoniae Cryptogonimidae Nemipterus furcosus Nova Caledonia FJ554632 Miller et al., 2009
Beluesca littlewoodi Cryptogonimidae Plectorhinchus gibbosus  Austrélia EF566867 Miller e Cribb, 2007a
Caecincola parvulus Cryptogonimidae Micropterus salmoides EUA AY222231 Olson et al 2003
Caulanus thomasi Cryptogonimidae Lutjanus bohar Austrélia EF428144 Miller and Cribb, 2007a
Centrovarium marinum Cryptogonimidae Lutjanus sp. Australia HMO056037 Miller et al., 2010
Chelediadema marjoriae Cryptogonimidae Diagramma labiosum Australia EF566866 Miller e Cribb, 2007b
Gynichthys diakidnus Cryptogonimidae Plectorhinchus gibbosus  Austrélia FJ907333 Miller e Cribb, 2009
Latuterus maldivensis Cryptogonimidae Lutjanus bohar Austrélia EF428146 Miller e Cribb, 2007b
Latuterus tkachi Cryptogonimidae Lutjanus bohar Austrélia EF428145 Miller e Cribb, 2007b
Lobosorchis polygongylus Cryptogonimidae Lutjanus gibbus Maldivas FJ154902 Miller et al., 2009
Metadena lutiani Cryptogonimidae Lutjanus bohar Austrélia KF417630 Miller e Cribb, 2013
Mitotrema anthostomatum Cryptogonimidae Cromileptes altivelis EUA AY222229 Olson et al., 2003
Neaparacryptogonimus - Lutjanus carponotatus - . :

ovatus Cryptogonimidae Austrélia EF116616 Miller e Cribb, 2007c
Pseudosellacotyla lutzi Cryptogonimidae Hoplias malabaricus Brasil MH368357 Pantoja et al., 2018
Retrovarium amplorificium  Cryptogonimidae Symphorus nematophorus Austrélia EF116609 Miller e Cribb, 2007¢
Siphodera vinaledwardsii Cryptogonimidae Sciaenops ocellatus EUA AY222230 Olson et al., 2003
Siphoderina grunnitus Cryptogonimidae Plectorhinchus gibbosus  Australia EU571261 Miller e Cribb, 2008
Siphoderina manilensis Cryptogonimidae Lutjanus vitta Austrélia HMO056035 Miller et al., 2010a
Siphomutabilus gurukun Cryptogonimidae Caesio caerulaurea Australia KF417631 Miller e Cribb, 2013
Timoniella imbutiforme Cryptogonimidae Atherina boyeri Franca MF491865 Kvach et al., 2018
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Varialvus charadrus Cryptogonimidae Lutjanus vitta Australia HM187778 Miller et al., 2010a
Opistorchis noverca Suidae Sus scrofa domestica india KC295443 Tandon et al., 2013
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3. Resultados

Digenéticos encontrados no presente estudo foram identificados como
Acanthostomum gnerii apos analise morfologica através das observagdes de microscopia
de luz e eletrénica de varredura e apds comparacdo com espécimes depositados na
CHIOC. A contagem dos espinhos na ventosa oral variou entre os espécimes encontrados
no presente estudos (20 - 23) e foi observado apenas um ceco intestinal. Detalhes dos
espinhos ao longo da superficie do corpo foram observados com maiores detalhes.

A prevaléncia de A. gnerii foi de 10% (10 peixes examinados, um infectado com
5 digenéticos). Uma sequéncia de 28s rDNA e duas sequéncias de cox1 foram geradas de
espécimes coletados no rio Marapanim, Igarapé-acu, Pard, Brasil. O alinhamento final de
28S rDNA consistiu de 914 pares de bases e incluiu sequéncias de 32 espécies da familia
Cryptogonimidae. Duas sequéncias de cox1 mtDNA foram disponibilizadas.

Figura 1. Micrografias de Acanthostomum gnerii Szidat, 1954 coletado em Rhamdia
quelen (Quoy & Gaimard), Brasil (A-D). A, vista ventral; B, extremidade anterior
mostrando os espinhos no tegumento e o acetabulo; C, ventosa oral cercada por espinhos;
D, corte transversal ao meio do corpo; ovos.
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HM187778 Varialvus charadrus

—| 072
EF566867 Beluesca littlewoodi

0,76
EU571261 Siphoderina grunnitus
1
r EF428146 Latuterus maldivensis
1
091 I— EF428145 Latuterus tkachi

EF428144 Caulanus thomasi

EF116609 Retrovarium amplorificium

—| 0,53
KF417630 Metadena lutiani

I— HMO056037 Centrovarium marinum
1
072 I— HMO056035 Siphoderina manilensis

AY222231 Caecincola parvulus

AY222230 Siphodera vinaledwardsii

EF 116616 Neoparacryptogonimus ovatus

0,53
FJ907333 Gynichthys diakidnus

EF566866 Chelediadema marjoriae

KF417631 Siphomutabilus gurukun

FJ154902 Lobosorchis polygongylus

FJ554632 Adlardia novaecaledoniae

MF4981865 Timoniella imbutiforme
4' 0,67
AY222229 Mitotrema anthostomatum

Acanthostomum gnerii (Rhamdia quelen)

4' 0,99
KC489791 Acanthostomum burminis

] 0,76

MH368357 Pseudosellacotyla lutzi

KC295443 Opistorchis noverca

0.03

Figura 2. Arvore bayesiana da analise filogenética de 28S rDNA de criptogonimideos. O nimero representa o suporte dos ramos pela

probabilidade posterior (4 x 108 generations; burn-in = 4 x 10%). Opistorchis noverca foi usado como grupo externo.
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4. Discussao

Todos os caracteres morfologicos fundamentais sendo muito parecidos com
espécimes estudados por Lunaschi (1986) e Martins et al., (2016).

A contagem dos espinhos na ventosa oral variou entre 0s espécimes encontrados
no presente estudos (20 e 23), enquanto nos espécimes estudados na descri¢do por Szidat
(1969) variou entre 21 e 23, os estudados por Lunaschi (1986) variou entre 19 e 23, 0s
estudados por Kohn e Froés variou entre 20 e 24 e os estudados por Martins et al., (2016)
variou entre 23 e 24.

Nossas observagdes revelaram fileiras de espinhos serrilhados distribuidos por
toda a superficie corporal. Detalhes dos espinhos muito parecidos com os encontrados no
cryptogonimideo Aphallus tubarium (Rodolphi, 1819) Poche, 1926 parasito do sparideo
Dentex dentex como relatou Antonelli et al., (2014). Os espinhos diminuem em densidade
da parte anterior para a posterior em nossos espécimes, assim como ja havia sido relatado
anteriormente em outras espécies de Acanthostomum (TKACH; SYDER, 2003;
IBRAHEEM, 2006). Nossas micrografias ndo permitem afirmar se os espinhos diminuem
ou se mantém o mesmo tamanho ao longo do corpo, condi¢do que varia entre alguns
cryptogonimideos.

O ceco intestinal é outra caracteristica morfolégica que merece atencdo no
estudo desta espécie. Szidat (1954) descreveu A. gnerii com dois cecos intestinais, e assim
foi caracterizado também por outros autores, posteriormente (CABALLERO; BRENES,
1958; KOHN; FROES, 1968). Lunaschi (1986) redescreveu a espécie e observou apenas
um ceco intestinal. Em estudo baseado no ciclo de vida, Ostrowski de Nufiez e Gil de
Pertierra (1991) observaram que as metacercarias da espécie apresentavam um ceco bem
desenvolvido e outro atrofiado, e as metacercarias com mais de 45 dias pds-infeccao, o
ceco atrofiado ndo foi mais observado. E todos os adultos analisados apresentaram um
ceco completamente atrofiado. Nossos espécimes possuem apenas um ceco intestinal
corroborando com a redescricao da espécie.

A analise molecular de 28S rDNA alinhou nosso espécime de Acanthostomum
gnerii com Acanthostomum buminis, mostrando similaridade de 93% com esta espécie
coletada em serpente Xenochrophis piscator na Tailandia. Analise filogenética de coxl
ndo foi realizada por conta do baixo nimero de sequéncias representativas no GenBank.
Ainda sim, sdo sequéncias bastante relevantes para estudos futuros que possam vir
comparar a variagao intraespecifica desta espécie de ampla distribuicdo geografica.

Nossa analise mostra a monofilia do género Acanthostomum corroborando com
os achados de Martinez-Aquino et al. (2017). Esses autores realizaram a andlise
filogenética com taxons representando 24 géneros mostrando a relacdo de
Acanthostomum com outros criptogonimideos, e seus resultados, assim como o0s
encontrados por Pantoja et al., (2018) mostram que subfamilia Acanthostominae é
parafilética. Analise molecular ainda é escassa para boa parte dos taxons dentro da familia
Cryptogonimidae e a inclusdo de mais taxons se faz necessario para compreender melhor
a classificagéo do grupo.

Os registros de Acanthostomum gnerii com R. quelen faz com que seja um bom
modelo de prospeccao molecular visando saber se é apenas uma espécie ou um complexo,
visto que ha registros de espécies cripticas dentro de Cryptogonimidae (MILLER,;
CRIBB, 2007b; MILLER et al., 2010b; RAZO-MENDIVIL et al., 2015)

Em conclusdo, o nosso trabalho representa o primeiro estudo molecular (28S
rDNA e cox1 mtDNA) combinado com a analise morfoldgica de Acanthostomum gnerii
na América do Sul. Informac@es adicionais deste cryptogonimideo de outras localidades
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sdo necessarias para compreender melhor a biogegrafia e filogenia do mesmo. Os
registros de Acanthostomum gnerii com R. quelen faz com que seja um bom modelo de
prospeccdo molecular visando saber se é apenas uma espécie ou um complexo, visto que
ha registros de espeécies cripticas dentro de Cryptogonimidae (MILLER; CRIBB, 2007b;
MILLER et al., 2010b; RAZO-MENDIVIL et al., 2015)

Em conclusdo, o nosso trabalho representa o primeiro estudo molecular (28S
rDNA e cox1 mtDNA) combinado com a analise morfoldgica de Acanthostomum gnerii
na América do Sul. Informac@es adicionais deste cryptogonimideo de outras localidades
sdo necessarias para compreender melhor a biogegrafia e filogenia do mesmo
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CONSIDERACOES FINAIS

Cladorchiidae passa a ser a familia com maior nimero de tdxons na América do
Sul apds a descricdo de seis novas espécies no presente estudo. Nossos resultados
evidenciam o quanto esse grupo ainda pode ser explorado, apesar de todos os
esforgos feitos até o presente momento. A presente analise permitiu observar a
primeira estrututa filogenética e posicOes sistematicas de varios tdxons, porém
estudos futuros fornecerdo novas informagdes que irdo contribuir para nossa
compreensdo do grupo e nos permitird desenvolver uma classificagdo mais natural
das subfamilias.

Estudos de cladorquiideos devem ser realizados utilizando ferramentas
morfoldgicas e moleculares de maneira integrada para a aquisicao de resultados
mais robustos. Pois conclusbes baseadas apenas em um padrdo leva a
possibilidade de erro seja na taxonomia ou filogenia.

A importancia de estudar os espécimes depositados em cole¢des helmintoldgicas
para a correcdo e/ou complementacdo de informagfes sobre um determinado
taxon foi evidenciada.

A ampla distribuicdo geografica dos criptogonimideos encontrados no presente
estudos faz com que ambas as espécies sejam bons modelos para estudos de
prospec¢do molecular. Pesquisas futuras podem revelar se essas espécies sdo
Unicas ou sdo complexos de espécies cripticas.

O presente estudo apresenta grande contribuicdo no fornecimento de dados
moleculares, morfoldgicos e de relacBes parasito/hospedeiro de cladorquiideos e
cryptogonimideos. Atualmente, estudos relacionados a taxonomia de digenéticos
sdo extremamente escassos na América do Sul. Diante tamanha diversidade de
hospedeiros que ocorrem na regido, novos estudos devem ser realizados para
ampliar o conhecimento do grupo.
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New genera and species of paramphistomes (Digenea:
Paramphistomoidea: Cladorchiidae) parasitic in fishes

from the Amazon basin in Peru
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Abstract Two new genera and three new species of
paramphistomoid digeneans are described in the
family Cladorchiidae Fischoeder, 1901 from doradid,
heptapterid, pimelodid and pseudopimelodid fishes in
the Amazon River in Peru. Goeldamphistomum ama-
zonumn. g., 0. sp. (type-species) from Goeldiella eques
(Miiller & Troschel) (type-host) and Tenellus trimac-
ulatus (Boulenger), and Goeldamphistomum peru-
anum n. g, n. sp. from Duopalatinus  peruanus
Eigenmann & Allen (type-host), Calophysus macro-
prerus (Lichtenstein) and Microglanis sp. are placed in
the Dadayiinae Fukui, 1929. Both species have an
accessory acetabular sucker, which distinguishes the

This article was registered in the Official Register of Zoological
Nemenclature (ZooBank) as urn:lsid:zoobank.org:pub:FISED
2DA-FSED-49D3-87BE-2E252612C18C. This article was
published as an Online First article on the online publication
date shown on this page. The article should be cited by using
the doi number, This is the Version of Record.
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genus from all taxa previously reported from South
American freshwater fishes. They differ from each
other primarily in that G. @mazonwm has a prebifurcal
genital pore and oblique, separated testes, the levels of
which rarely overlap longitudinally, whereas G. peru-
anum has a postbifurcal genital pore and testes directly
to obliquely tandem. lquitostrema papillatum n. g., n.
sp. (Kalitrematinae Travassos, 1933) from the intestine
of Hassar orestis (Steindachner) differs from other
members of the subfamily in the combination of a
massive acetabulum with a papillate luminal surface
and symmetrical testes which overlie the caeca close to
the caecal arch. These are the first records of param-
phistomes from the five host species studied here.

Introduction

The Amazon River basin is a biodiversity hot spot with
an extraordinarily rich fauna of freshwater fishes
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