UFRRJ
INSTITUTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
BIOLOGIA ANIMAL

TESE

Taxonomia de monogenéticos (Platyhelminthes: Monogenea:
Diplectanidae, Hexabothriidae, Monocotylidae) parasitos em
peixes marinhos do Peru e Brasil

JHON DARLY CHERO DE LA CRUZ

2022



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

TAXONOMIA DE MONOGENETICOS
(PLATYHELMINTHES: MONOGENEA:
DIPLECTANIDAE, HEXABOTHRIIDAE,

MONOCOTYLIDAE) PARASITOS EM PEIXES
MARINHOS DO PERU E BRASIL

JHON DARLY CHERO DE LA CRUZ

Sob a Orientagdo do Professor
José Luis Fernando Luque Alejos

Tese submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Biologia Animal, no
Programa de Poés-Graduagdo em
Biologia Animal.

Seropédica, RJ
Setembro de 2022 I



III



v



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha familia, em especial aos meus pais Paulina Margarita de la
Cruz Lavado e Pascual Chero Sullon, que sempre foram o meu maior exemplo, € por me
dar a oportunidade de estudar e acreditar no que eu fagco. Aos meus irmaos Jhoner Jairo,
Ivan e Celso Luis por sempre me apoiarem apesar da distancia. Amo vocés!

“Importante ndo é ver o que
ninguém nunca viu, mas sim,
pensar o que ninguém nunca

pensou sobre algo que todo mundo

A

ve

Arthur Schopenhauer



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, professor Dr. José Luis Fernando Luque Alejos, pela
oportunidade de trabalho, pelos ensinamentos e conselhos que, além de tornar esse projeto
possivel, me permitiram crescer profissionalmente e pessoalmente. Obrigado!

A professora, MSc. Gloria Maria Sdez Flores (Universidad Nacional Federico
Villarreal, Peru), por me inculcar o amor pela pesquisa e a parasitologia de peixes.

Aos colegas do Laboratdrio de Parasitologia General e Especializada (LAPAGE)
da UNFV, Ivette Cuellar, Eva Gloria Huancachoque, Milagros Carrillo, Cynthia
Rodriguez, Alexander Reyes, Stefani Infante, Edson Cacique, Rosa Dias, Erika Pajuelos
e Marlyt Sanchez pela companhia e colaboragdo incondicional nas coletas de parasitos.
Obrigado pela amizade!

A todos os colegas do Laboratério de Parasitologia de Peixes da UFRRIJ, pelo
companheirismo € apoio.

A todos os funcionarios, professores e colegas do Curso de Pos-Graduagdo em
Biologia Animal e da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro que estiveram
presentes nessa empreitada.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

VI



RESUMO

CHERO, JHON DARLY DE LA CRUZ. Taxonomia de monogenéticos
(Platyhelminthes: Monogenea: Diplectanidae, Hexabothriidae, Monocotylidae)
parasitos em peixes marinhos do Peru e Brasil. 2022. 95p. Tese (Doutorado em

Biologia Animal). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2022.

O presente trabalho tem como objetivo estudar a taxonomia de monogenéticos parasitos
de peixes marinhos no Peru e no Brasil. Entre mar¢o de 2018 e dezembro de 2019 foram
coletadas duas espécies de peixes elasmobranquios, Hypanus dipterurus (Jordan e
Gilbert, 1880) (Dasyatidae) e Pseudobatos planiceps (Garman, 1880) (Rhinobatidae), e
cinco espécies de cienideos, Cheilotrema fasciatum Tschudi, 1846, Menticirrhus
elongatus (Glinther, 1864), Nebris micros Cuvier, 1830, Pareques lanfeari (Barton, 1947)
e Stellifer minor (Tschudi, 1846). Os peixes hospedeiros foram obtidos frescos, através
de pescadores locais e imediatamente analisados para presenca de parasitos. Os
monogenéticos encontrados foram analisados morfologicamente através de microscopia
de luz e alguns foram analisados geneticamente. No primeiro capitulo, duas espécies de
monogenéticos da familia Monocotylidae, Peruanocotyle chisholmae Chero, Cruces,
Saez e Luque, 2018 (Dasybatotreminae) e Heterocotyle margaritae Chero, Cruces, Saez,
Santos e Luque, 2020 (Heterocotylinae), foram descritas a partir de espécimes coletados
das branquias de H. dipterurus baseado em dados morfologicos. No segundo capitulo,
dos monogenéticos da familia Hexabothriidae Price, 1942 foram encontradas nas
branquias de duas espécies de peixes elasmobranquios. A primeira espécie, Hypanocotyle
bullardi Chero, Cruces, Sdez, Camargo, Santos ¢ Luque, 2018, foi descrita de H.
dipterurus e a segunda espécie Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva & Luque, 1995 foi
encontrada em P. planiceps ¢ uma redescricao ¢ fornecida. Para ambas as espécies de
Hexabothriidae foram fornecidas as sequéncias dos genes 18S e 28S do rDNA. No
terceiro capitulo, uma nova espécie de Loimopapillosum Hargis, 1955 foi descrita
parasitando também as branquias de H. dipterurus baseado em dados morfologicos e
moleculares. A posi¢do filogenética da nova espécie de Loimopapillosum foi investigada
com base nas sequéncias parciais dos genes 18S e 28S do rDNA e sequéncias de
monogenéticos obtidas do GenBank. Como resultado destas analises a familia Loimoidae
Price, 1936 ¢ rejeitada e incluida como uma subfamilia nos Monocotylidae.
Loimopapillosum pascuali Chero, Cruces, Saez, Oliveira, Santos & Luque, 2021
representa a primeira espécie deste género na América do Sul. No quarto capitulo, um
novo género da familia Diplectanidae Monticelli, 1903 ¢ proposto e sete novas espécies
sao descritas das branquias de peixes cienideos. Além destas, ¢ descrita a primeira espécie
de Rhamnocercus no Brasil.

Palavras-chave: Monogenéticos, Diplectanidae, Hexabothriidae, Monocotylidae, Peixes
marinhos, Taxonomia.
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ABSTRACT

CHERO, JHON DARLY DE LA CRUZ. Taxonomy of monogeneans
(Platyhelminthes: Monogenea: Diplectanidae, Hexabothriidae, Monocotylidae)
parasites in marine fishes from Peru. 2022. 95p. Thesis (Ph.D. in Animal Biology).
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ. 2022

The present work aims to study the taxonomy of monogenetic parasites of marine fish
from Peru and Brazil. Between March 2018 and December 2019, two species of
elasmobranch fish were collected, Hypanus dipterurus (Jordan and Gilbert, 1880)
(Dasyatidae) and Pseudobatos planiceps (Garman, 1880) (Rhinobatidae), and five
species of sciaenids, Cheilotrema fasciatum Tschudi, 1846, Menticirrhus elongatus
(Giinther, 1864), Nebris microps Cuvier, 1830, Pareques lanfeari (Barton, 1947) and
Stellifer minor (Tschudi, 1846). Fish host were obtained fresh from local fishermen and
immediately analyzed for the presence of parasites. The monogeneans found were
analyzed morphologically through light microscopy and some specimens were
genetically analyzed. In the first chapter, two species of monogeneans of the family
Monocotylidae, Peruanocotyle chisholmae Chero, Cruces, Sidez and Luque, 2018
(Dasybatotreminae) and Heterocotyle margaritae Chero, Cruces, Saez, Santos and
Luque, 2020 (Heterocotylinae), were described from specimens collected from the gills
of H. dipterurus based on morphological data. In the second chapter, two monogenean
species of the family Hexabothriidae Price, 1942 were found in the gills of two species
of elasmobranch fish. The first species, Hypanocotyle bullardi Chero, Cruces, Séez,
Camargo, Santos and Luque, 2018, was described from H. dipterurus and the second
species Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva & Luque, 1995 was found from P. planiceps
and a redescription is provided. For both species of Hexabothriidae the sequences of the
18S and 28S rDNA genes were provided. In the third chapter, a new species of
Loimopapillosum Hargis, 1955 was described also parasitizing the gills of H. dipterurus
based on morphological and molecular data. The phylogenetic position of the new species
of Loimopapillosum was investigated based on the partial sequences of 18S and 28S
rDNA genes and sequences of other monogeneans obtained from GenBank. As a result
of this analysis, the Family Loimoidae Price, 1936 is rejected and included as a subfamily
in the Monocotylidae. Loimopapillosum pascuali Chero, Cruces, Saez, Oliveira, Santos
& Luque, 2021 represents the first species of this genus in South America. In the fourth
chapter, a new genus from the family Diplectanidae Monticelli, 1903 is proposed and
seven new species are described from the gills of sciaenid fish. In addition, the first
species of Rhamnocercus in Brazil is described.

Key words: monogeneans, Diplectanidae, Hexabothriidae, Monocotylidae, marine fish,
Taxonomy
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Figura 1. Peruanocotyle chisholmae. A. Espécime (vista ventral do holétipo). B. Orgio
de fixacdo anterior. C. Ancora. D. Gancho. E. Orgio copulador masculino. F.
Extremidade distal do 6rgdo copulador masculino. ABREVIATURAS: alg; glandula
antero-lateral; amg, glandula anteromedial; asp, peca esclerotizada acessoria; bp, papilas
bucais; exb, bexiga excretora; gr, groove; op, abertura oral; pg, glandula
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Figura 2. Peruanocotyle chisholmae. A. Espécime (vista ventral) mostrando os cecos
intestinais. B. Sistema reprodutivo. ABREVIATURAS: aao, 6rgdo de fixacdo anterior;
do, ovario distal; ded, duto ejaculatério distal; eb, bulbo ejaculatorio; eg, ovo; ha, haptor;
isv, vesicula seminal interna; lvd, duto vitelino longitudinal; mag, glandulas acessorias
masculinas; ocm, 6rgdo copulador masculino; oo, odtipo; ovi, oviduto; ped, duto
ejaculatério proximal; ph, faringe; po, ovario proximal; sr, recepticulo seminal; sv,
vesicula seminal; t, testiculo; tvd, duto vitelino transversal; vd, vaso deferente; ve, vaso
eferente; vg, glandulas vaginais; vp, poro
A £27 o1 1 | SRS SPRRUPSRRRRRPR 11

Figura 3. Heterocotyle margaritae das branquias de Hypanus dipterurus, holétipo. A.
espécime (vista ventral). B. Ancora. C. Gancho. D. Orgdo copulador masculino. E. Ovo.
ABREVIATURAS: eb, bulbo ejaculatorio; eg, ovo; las, estruturas acessorias luniformes;
mag, glandulas acessorias masculinas; ocm, 6rgdo copulador masculino; mg, glandulas
de Mehlis; ooi, odtipo; ov, ovario; ph, faringe; phg, glandulas faringeas; sr, receptaculo
seminal; sv, vesicula seminal; te, testiculo; va, vagina; vd, vaso deferente; vit, foliculos
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Figura 4. Hypanocotyle bullardi das branquias de Hypanus dipterurus, holétipo. A.
Espécime inteiro (vista ventral). B. Escleritos da ventosa anterior do haptor. C. Escleritos
otarios médios do haptoral. D. Escleritos de ventosas haptorais posteriores. E. Ancoras
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Figura 5. Hypanocotyle bullardi das branquias de Hypanus dipterurus, holotipo. A.
Sistema reprodutor masculino mostrando por¢ao distal (dp) e proximal (pp) da glandula
prostatica masculina (pg), por¢ao distal (dvd) e proximal (pvd) dos vasos deferentes e
porc¢ao distal (dve) e proximal (pve) dos vasos eferentes. B. Sistema reprodutor feminino
mostrando poro vaginal (vp), Gtero (u), vagina distal (dvag), vagina proximal (pvag),
ovario proximal (po), ovario distal (do), receptaculo seminal (sr), glandula de Mehlis
(mg), odtipo (00), duto vitelino comum (cvd) e canal genito-intestinal (gic). C. Ovo
mostrando filamento anterior (af), corpo do ovo (eb) e filamento posterior

Figura 6. Arvore de maxima verossimilhanca de Hypanocotyle bullardi baseado na
regido 18S para mostrar suas relagdes com outras espécies de Monogenea. Numeros (%)
nos ramos indicam 5.000 réplicas de bootstrap. Os nimeros de acesso do GenBank sao
mostrados e a barra de escala indica as mutagdes de nucleotideos por

Figura 7. Arvore de maxima verossimilhanca de Hypanocotyle bullardi baseado na
regido 28S para mostrar suas relagdes com outras espécies de Monogenea. Numeros (%)
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nos ramos indicam 5.000 réplicas de bootstrap. Os niumeros de acesso do GenBank sao
mostrados e a barra de escala indica as mutagdes de nucleotideos por

Figura 8. Rhinobatonchocotyle pacifica das branquias de Pseudobatos planiceps. A.
Verme inteiro (vista ventral) com vista dorsal do haptor, mostrando células glandulares
pedunculadas unicelulares do es6fago (upg). B. Par de escleritos com ventosa haptoral 1.
C. Par de esclerito com ventosa haptoral 2. D. Par de esclerito com ventosa haptoral 3. E.
Ancoras de apéndice. F. Haptor (vista dorsal) mostrando os miisculos adutores
extrinsecos (eam), bulbo muscular (mb) do apéndice, placa oval muscular (mop)
associada ao bulbo muscular e amortecedor muscular (mp) associado a cada complexo
sugador
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Figura 9. Rhinobatonchocotyle pacifica das branquias de Pseudobatos planiceps. A.
Sistema reprodutivo mostrando poro vaginal (vp), ttero (u), vagina distal (dvag), vagina
proximal (pvag), ovario proximal (po), ovario distal (do), recepticulo seminal (sr),
glandula de Mehlis (mg), o6tipo (00) e duto vitelino comum (cvd). B. Trato reprodutor
masculino mostrando porcao distal (dp) e proximal (pp) do 6rgao copulador masculino,
glandulas prostaticas (pg), por¢do distal (dvd) e proximal (pvd) do duto deferente e
vesicula seminal (sv). C. Ovario mostrando a por¢do descendente (dpo) e ascendente
(apo) do ovario distal. D. Extremidade anterior do corpo mostrando papilas espiniformes
sésseis. E. Filamento anterior do ovo (af), corpo do ovo (eb) e filamento posterior (pf).
F. Orgdo copulador masculino de R. cyclovaginatus Doran, 1953 (Hexabothriidae)
(USNM 1346769,
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Figura 10. Arvore de maxima verossimilhanga de Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva &
Luque, 1995 (Hexabothriidae) baseada na regido 18S para mostrar suas relagdes com
outras espécies de Monogenea. Numeros (%) nos ramos indicam 5.000 réplicas de
bootstrap. Os nimeros de acesso do GenBank sdo mostrados e a barra de escala indica as
mutacoes de nucleotideos por

Figura 11. Arvore filogenética baseada na maxima verossimilhanga do gene 28S parcial
para mostrar a relacdo de Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva & Luque, 1995
(Hexabothriidae) com outras espécies de Monogenea. Numeros (%) nos ramos indicam
5.000 réplicas de bootstrap. Os nimeros de acesso do GenBank sdo mostrados e a barra
de escala indica as mutagdes de nucleotideos por

Figura 12. Loimopapillosum pascuali das branquias de Hypanus dipterurus, holotype.
A. espécime (vista ventral). B. Ancora. C. Gancho. D. Orgio copulador masculino. E.
Sistema reprodutivo. F. Ovo. ABREVIATURAS: eb, bulbo ejaculatério; ocm, 6rgao
copulador masculino; ov, ovario; sr, receptaculo seminal; sv, vesicula seminal; tvd, duto
vitelino transverso; te, testiculo; va, vagina; vd, vaso
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Figura 13. Morfologia dos 6rgios cefalicos. A. Orgdos cefalicos de L. pascuali. B.
Orgdos cefalicos de L. dasyatis Hargis,

Figura 14. Morfologia do 6rgdo copulador masculino (OCM). A. OCM de L. pascuali.
B. OoCM de L. dasyatis Hargis,

Figura 15. Arvore filogenética baseada na regido 28S para Loimopapillosum pascuali
(Monocotylidae: Loimoinae) inferida por inferéncia Bayesiana (BI) para mostrar suas
relagdes com outras espécies de Monocotylidae. Os nimeros ao longo dos ramos indicam
os valores de bootstrap obtidos a partir da probabilidade posterior de BI. Os nimeros de
acesso do GenBank sdo mostrados e a barra de escala indica as mutacdes de nucleotideos
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Figura 16. Arvore filogenética baseada na regido 18S para Loimopapillosum pascuali
(Monocotylidae: Loimoinae) inferida por inferéncia Bayesiana (BI) para mostrar suas
relagdes com outras espécies de Monocotylidae. Os numeros ao longo dos ramos indicam
os valores de bootstrap obtidos a partir da probabilidade posterior de BI. Os numeros de
acesso do GenBank sao mostrados e a barra de escala indica as mutag¢des de nucleotideos
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Figura 17. Cynoscionella sanmarci das branquias de Cynoscion phoxocephalus. A.
espécime (vista ventral). B. Esquamodisco. C. Ancora ventral. D. Ancora dorsal. E. Barra
ventral. F. Barra dorsal. G. Gancho. H. Orgio copulador masculino. ABREVIATURAS:
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Figura 18. Rhamnocercoides lambayequensis das branquias de Menticirrhus elongatus.
A. espécime (vista ventral). SMR, anéis musculares semicirculares. B. Ancora ventral. C.
Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F. Gancho. G. Espinhas aciculares
haptorais com porcao distal aguda (HAA). H. Espinhas aciculares haptorais com por¢ao
distal expandida (AEH). I. Espinhas acessorias do haptor com porg¢ao distal em forma de
gancho e delicada membrana umbeliforme (HSH). J. Espinhas acessorias haptorais
associadas aos lobos haptorais (HSL). K. Pequeno grupo de espinhos acessorios haptorais
associados a lobos haptorais dispostos em forma de espigas (HAS). L. Espinhas
acessOrias haptorais com porgdo distal bifida (HSB). M. Orgio copulador
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Figura 19. Rhamnocercus chacllae das branquias de Pareques lanfeari. A. espécime
(vista ventral). B. Ancora ventral. C. Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F.
Espinho peduncular. G. Espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra ventral. H.
Gancho. l. Orgio copulador
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Figura 20. Rhamnocercus chaskae das branquias de Pareques lanfeari. A. Ancora
ventral. B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Espinho peduncular. F.
Espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra ventral. G. Gancho. H. Orgio copulador
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Figura 21. Rhamnocercus fasciatum das branquias de Cheilotrema fasciatum. A. Ancora
ventral. B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinhos
acessorios haptorais ao nivel da barra ventral. G. Espinho peduncular. H. Orgio
copulador masculino. l.

Figura 22. Rhamnocercus micros das branquias de Nebris microps. A. Ancora ventral.
B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinho peduncular.
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Figura 23. Rhamnocercus rimaci das branquias de Stellifer minor. A. Ancora ventral. B.
Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinhos acessorios
haptorais ao nivel da barra ventral. G. Espinho peduncular. H. Orgdo copulador
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Figura 24. Rhamnocercus tantaleani das branquias de Stellifer minor. A. Ancora ventral.
B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinhos acessorios
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INTRODUCAO GERAL

Membros da classe Monogenea Van Beneden, 1858 pertencem ao filo
Platyhelminthes Minot, 1876 e sdo caracterizados principalmente pela presenga de um
orgao de fixagdo localizado no extremo posterior do corpo denominado haptor (BOEGER
e KRITSKY, 2001; PAVANELLI et al., 2002). Esse aparelho de fixa¢do ¢ bastante
complexo e apresenta geralmente estruturas esclerotizadas como ancoras, barras e
ganchos marginais ou grampos e ventosas (PAVANELLI et al., 2008). O haptor apresenta
uma grande variabilidade morfologica que esté relacionada principalmente com o sitio de
infeccdo. A configuracdo do haptor ¢ um dos caracteres mais utilizado na sua
diferenciag¢do taxonémica (THATCHER, 2006). O corpo dos monogenéticos pode estar
dividido em quatro regides: regido cefalica, tronco, pedinculo e haptor. A regido cefalica
pode ser ampla ou estreita e pode apresentar ventosas, 16bulos, glandulas ou 6rgaos
cefalicos que auxiliam na fixagdo do espécime ao hospedeiro durante a locomogao. No
tronco, também chamada regido medial, se localizam principalmente os Orgaos
reprodutivos (o aparelho reprodutor feminino estd representado por um ovario, oviduto,
ootipo, glandulas vitelinicas, utero, vagina e receptaculo seminal, enquanto o aparelho
reprodutor masculino apresenta um ou numerosos testiculos, conduto eferente, conduto
deferente, a vesicula seminal, glandulas prostaticas e o complexo cupulatdrio que pode
ser muscular ou esclerotizado). O pedunculo pode ser bem desenvolvido ou estar ausente,
com ou sem espinhos. Na regido posterior se localiza o haptor (MENDOZA-FRANCO,
2009).

Os monogenéticos sdo um grupo altamente diversificado e pelo geral sdo
ectoparasitos que infectam a superficie externa (pele e nadadeiras) e branquias de peixes
marinhos e de 4gua doce (BOEGER e KRITSKY, 2001), entretanto, existem algumas
espécies, principalmente os membros da familia Polystomatidae Gamble, 1896, que
infetam os Orgdos internos (cloaca ou bexiga urindria) de outros vertebrados como
anfibios e répteis aquaticos (DU PREEZ et al., 2002) e outras poucas espécies podem
utilizar invertebrados (copépodes e cefalépodes) como hospedeiros (LLEWELLYN,
1984; ROUMBEDAKIS et al., 2018). Até existe uma espécie, Oculotrema hippopotami
Stunkard, 1924, que foi descrita parasitando a cavidade ocular dos hipopdtamos
(BOEGER e VIANNA, 2006).

Os monogenéticos apresentam um ciclo de vida direto (monoxénico), o que
significa que ndo ¢ necessario nenhum hospedeiro intermedidrio para a reproducdo do
parasito (PAVANELLI et al., 2013). As formas adultas sdo hermafroditas, cada
organismo apresenta estruturas reprodutivas masculinas e femininas. Porém, sdo
insuficientes e precisam de dois individuos para executar a fecundagdo. Pelo geral,
produzem ovos (monogenéticos oviparos) de onde emerge uma larva ciliada de vida livre
chamada oncomiracidio (BUCHMANN e LINDESSTROM, 2002). Os ovos muitas vezes
tém apéndices ou filamentos polares que sdo usados para manter a flutuabilidade na
coluna de agua ou permitem que sejam facilmente presos na mucosidade produzida pelo
hospedeiro ou outro material organico. A maturagao dos ovos depende principalmente da
temperatura da agua, por exemplo, temperaturas elevadas permitem concluir o ciclo de
vida em poucos dias, mas em baixas temperaturas o tempo de geragdo pode ser estendido
para cinco ou seis meses. Os oncomiracidios sdo transportados ao novo hospedeiro pelas
correntes de dgua ou por seu proprio movimento (BUCHMANN e LINDESSTROM,
2002). Assim que as larvas encontram um hospedeiro, elas rastejam na superficie do
corpo até chegar para o seu sitio de infec¢do onde amadurecem até a etapa adulta. Em
contraste, as formas viviparas (Gyrodactylidae) produzem juvenis totalmente equipados
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com ganchos para fixar-se imediatamente ao hospedeiro. Os juvenis nascem
morfologicamente iguais aos adultos e carregam varias geracdes de embrides em
desenvolvimento (poliembrionia sequencial), capacidade que pode contribuir em
explosdes populacionais nos sistemas de aquicultura, resultando em doengas clinicas
(BAKKE et al., 2007, ANTONELLI et al., 2010).

Os monogenéticos apresentam uma elevada especificidade ao seu hospedeiro em
diferentes niveis, por exemplo em nivel de espécie, género ou familia (WHITTINGTON
etal., 2000). Essa especificidade também estd vinculada com o sitio de infec¢do ou micro-
habitat porque muitas espécies de monogenéticos t€m preferéncia por determinados arcos
branquiais e por uma determinada posi¢do nos filamentos branquiais, evitando assim a
competi¢do interespecifica (DRAGO ¢ NUNEZ, 2017).

Tradicionalmente, a Classe Monogenea ¢ dividida em duas subclasses,
Monopisthocotylea e Polyopisthocotylea, porém de acordo com BOEGER e KRITSKY
(2001), o nome da classe ¢ Monogenoidea e esta dividida nas subclasses Polyonchoinea
e Heteronchoinea. Os membros da subclasse Monopisthocotylea apresentam em geral um
haptor arredondado com ancoras unidas por barras transversais e pequenos ganchos
marginais. Se alimentam principalmente de células epiteliais € muco causando danos
importantes aos hospedeiros (EIRAS et al.,, 2010). J4& os membros da subclasse
Polyopisthocotylea apresentam um haptor geralmente pedunculado e contendo multiplas
unidades de fixacdo como ventosas, pingas e ganchos e se alimentam principalmente do
sangue dos seus hospedeiros (EIRAS et al., 2010). Dentre os monogenéticos, existem
mais de 50 familias de monogenéticos distribuidas em 9 ordens (5 em Monopysthocotylea
e 4 em Polyopisthocotylea) (BOEGER e KRITSKY, 1993). As familias Gyrodactylidae
Cobbold, 1864 e Dactylogyridae Bychowsky, 1933 sdo as mais diversas (CRIBB et al.,
2002).

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar a biodiversidade dos
monogenéticos (Diplectanidae, Hexabothriidae e Monocotylidae) parasitos de peixes
condricthyes e osteichthyes marinhos da costa do Peru e Brasil, através da andlise
taxondmica morfologica e molecular das espécies encontradas. Como consequéncia, o
trabalho apresentou os seguintes objetivos secundarios: (i) descrever novas espécies e
propor novos géneros; (ii) fornecer novos dados morfologicos quando espécies
conhecidas foram estudadas (redescri¢ao).

Para tanto, esta tese encontra-se dividida em quatro capitulos de acordo com o grupo
de monogenéticos estudado. No primeiro capitulo, duas espécies de monogenéticos da
familia Monocotylidae foram descritas baseadas em dados morfolégicos. No segundo
capitulo, foram estudados monogenéticos da familia Hexabothriidae, fornecendo
sequéncias dos genes 18S e 28S do rDNA. No terceiro capitulo, uma nova espécie de
Loimopapillosum Hargis, 1955 foi descrita baseada em dados morfoldgicos e
moleculares. No quarto capitulo, um novo género da familia Diplectanidae Monticelli,
1903 ¢ proposto e sete novas espécies sao descritas das branquias de peixes cienideos.



CAPITULO |

Monogenéticos (Monogenea: Monocotylidae) parasitos das branquias de
Hypanus dipterurus (Jordan & Gilbert, 1880) (Myliobatiformes: Dasyatidae) do
Peru, incluindo a proposta de um novo género e descricdo de duas novas espécies’

!Artigos publicados: Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Saez, G.; Luque, J.L. A new genus and
species of the Dasybatotreminae Bychowsky, 1957 (Monogenea: Monocotylidae),
parasitic on Hypanus dipterurus (Jordan & Gilbert) (Myliobatiformes: Dasyatidae) in the
Southeastern Pacific Ocean off Peru. Zootaxa, v. 4527, pp. 347-356, 2018a, doi:
10.11646/zootaxa.4527.3.4 (ANEXO I).

Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Sdez, G.; Portes Santos, C.; Luque J.L. A new species of
Heterocotyle (Monogenea: Monocotylidae), a gill parasite of the diamond stingray
Hypanus dipterurus (Myliobatiformes: Dasyatidae) from the Peruvian coastal zone. Acta
Parasitologica, v. 65, pp. 474481, 2020, doi: 10.2478/s11686-020-00183-5 (ANEXO
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1. INTRODUCAO

A familia Dasyatidae (Myliobatiformes) inclui peixes comumente conhecidos
como arraias, que ocorrem nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico (FROESE ¢
PAULY, 2018). Eles representam o grupo mais diverso dentro da ordem
Miliobatiformes com cerca de 100 espécies atribuidas a 19 géneros aceitos (LAST et
al., 2016). Os membros da familia Dasyatidae incluem principalmente espécies
marinhas, embora algumas espécies habitem 4agua salobra ou doce (JONNA, 2003).
Trés espécies de dasiatides marinhos foram relatadas no Oceano Pacifico da América
do Sul: Hypanus dipterurus (Jordan & Gilbert, 1880), H. longus (Garman, 1880) e
Pteroplatytrygon violacea (Bonaparte, 1832) (FROESE e PAULY, 2018). Destas
espécies, apenas H. dipterurus possui dados disponiveis sobre seus parasitos de peixes
e apenas duas espécies monogenéticas foram obtidas deste hospedeiro capturado no
Peru (CHERO et al. 2016).

Membros dos Monocotylidae Taschenberg, 1879 (Monogenea) infectam a pele,
branquias, tecidos nasais, cloaca, reto, glandula retal e parede interna da cavidade
corporal de peixes cartilaginosos marinhos ¢ de agua doce (CHISHOLM e
WHITTINGTON, 1998; CHISHOLM et al., 2001; CHISHOLM ¢ WHITTINGTON,
2001; PULIDO-FLORES et al., 2015; KRITSKY et al., 2017). Os Monocotylidae tem
sido o foco de varios trabalhos de revisdo, incluindo revisdes associadas a analise
cladistica usando dados morfologicos (CHISHOLM et al. 1995) e moleculares
(CHISHOLM et al., 2001). Atualmente, os Monocotylidae contém mais de 150
espécies atribuidas a 28 géneros, com Electrocotyle Vaughan, Chisholm & Hansen,
2016 sendo o tinico género proposto nos ultimos anos (VAUGHAN et al., 2016). Trés
espécies de monocotilideos foram descritas a partir de dasiatides na América do Sul,
Heterocotyle sulamericana Santos, Santos, Cunha & Chisholm, 2012 e Monocotyle
guttatae Santos, Santos & Gibson, 2006 de Hypanus guttata (Bloch & Schneider) (=
Dasyatis guttata) no Brasil e Monocotyle luquei Chero, Cruces, lannacone, Sanchez,
Minaya, Saez & Alvarifio, 2016 de H. dipterurus (= Dasyatis dipterurus) no Peru
(COHEN et al., 2013; CHERO et al., 2016; KOHN et al., 2016).

Durante um levantamento parasitologico de peixes marinhos peruanos, realizado
de junho de 2015 a novembro de 2018, espécimes de um monogenético nio descrito,
representando uma nova espécie e género de Dasybatotreminae Bychowsky, 1957,
foram encontrados nos filamentos branquiais de H. dipterurus capturados perto da
regido central do Peru. Além disso, outros espécimes de monogenéticos do género
Heterocotyle Scott, 1904 (Heterocotylinae), representando uma nova espécie, foram
encontrados também nas branquias de H. dipterurus. A descricdo do novo género e
as duas espécies ¢ fornecida aqui, ¢ a subfamilia Dasybatotreminae ¢ emendada para
acomodar ao novo género.



2. MATERIAL E METODOS

As arraias foram coletadas de junho de 2015 até novembro de 2018 na costa da regido
do Callao (12°5'S, 78°11'W) e na zona costeira de Chorrillos, regido Lima (12°09'S,
77°01'W), usando tarrafas e redes de pesca artesanal. Os peixes foram sacrificados
imediatamente apds a captura e dissecados. As branquias foram retiradas dos peixes,
colocadas em placas com agua do mar e examinadas para procurar monogenéticos com o
auxilio de um estereomicroscopio. Os monogenéticos foram coletados vivos, lavados em
agua do mar, fixados em formalina quente a 4% sob uma leve pressdao entre lamina e
laminula. Os monogenéticos encontrados foram corados com carmim ou tricromico de
Gomori, clarificados com eugenol (6leo de cravo) e montados com béalsamo do Canada
para estudo dos 6rgdos internos. Alguns espécimes foram montados diretamente em meio
Gray e Wess para estudo de estruturas esclerotizadas (HUMASON, 1979). Os desenhos
foram feitos com o auxilio de um microscépio Olympus BX53 (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) equipado com um tubo de desenho e redesenhados no programa
CorelDraw Graphics Suite 2018. As medidas foram feitas em micrometros, exceto
quando indicado, e representam distancias em linha reta entre os pontos extremos e sao
expressas como a amplitude seguida da média e o numero (n) de individuos medidos em
parénteses; o comprimento do corpo inclui o haptor. Os nomes cientificos, incluindo
autoridades taxondmicas e datas, para peixes seguem ESCHMEYER et al. (2018).
Nomenclatura e classificacdo de Myliobatiformes, Dasyatidae e Hypanus spp. segue
LAST et al. (2016). Os termos anatdmicos para monocotilideos seguem CHISHOLM et
al. (1995), KRITSKY et al. (2017) e PODDUBNAYA et al. (2018). A prevaléncia e a
intensidade média da infec¢do foram calculadas de acordo com BUSH et al. (1997).

Para fins comparativos, foram examinados os seguintes espécimes depositados na
Colecdo Helmintologica do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil (CHIOC) e na
Coleg¢ao Helmintologica do Museu de Historia Natural da Universidade San Marcos
(MUSM), Peru: H. sulamericana (CHIOC 37551, holétipo); M. guttatae (CHIOC 36577,
hol6tipo); M. luquei (MUSM 3245, holotipo) e Potamotrygonocotyle chisholmae
Domingues & Marques, 2007 (CHIOC 36699, paratipo). Imagens de alta resolu¢ao do
haptor de Dendromonocotyle cortesi Bravo, 1969 (CNHE 149, holotipo) e Spinuris
mexicana Bravo, 1969 (CNHE 151, holétipo) da Cole¢do Nacional de Helmintos,
Instituto de Biologia, Universidade Nacional Autonoma do México (CNHE), México
disponivel em http://unibio.unam.mx também foram examinadas. O material tipo foi
depositado na CHIOC e na MUSM.

3. RESULTADOS

Ordem Monocotylidea Lebedev, 1988
Familia Monocotylidae Taschenberg, 1879

Subfamilia Dasybatotreminae Bychowsky, 1957

Diagnose emendada: Haptor com um loculo central e sete ou oito l6culos periféricos.
Membrana marginal presente. Ancoras presentes; raiz profunda alongada, mais da metade
do comprimento dos septos radiais ou muito mais curta do que a largura da membrana
marginal; raiz superficial bem desenvolvida ou reduzida. Ganchos distribuidos na
membrana marginal. Papilas haptorais marginais presentes ou ausentes. Escleritos
papilares, escleritos septais, cristas septais sinuosas, protuberancias haptorais nao
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esclerotizadas dorsais e escleritos haptorais acessorios dorsais ausentes. Numerosas
aberturas de dutos da glandula anterior presentes. Manchas oculares presentes ou
ausentes. Cecos intestinais sem diverticulos ou com diverticulos laterais e mediais
grandes, ndo confluentes posteriormente. Orgio copulador masculino esclerotizado. Pega
acessoria presente ou ausente. Filamento acessorio presente ou ausente. Poro genital
comum desarmado. Um testiculo ou quatro. Bulbo ejaculatério com vesicula seminal
interna bipartida (= camara interna esférica) presente ou ausente. Ovario enlacando ou
ndo o ceco intestinal direito; por¢do proximal do ovario com l6bulos clavados ou nao;
por¢ao distal do ovario sinuosa, fortemente enrolada ou reta. Vagina tnica, parede vaginal
esclerotizada ou ndo; poro vaginal desarmado. Parasitos de branquias de dasiatides,
glaucostegideos, rajideos e rinobatideos.

Género tipo: Dasybatotrema Price, 1938.

Outros géneros: Anoplocotyloides Young, 1967; Mehracotyle Neifar, Euzet & Ben
Hassine, 2002; Peruanocotyle Chero, Cruces, Saez & Luque, 2018; Timofeevia
Chisholm, Wheeler & Beverley-Burton, 1995.

Peruanocotyle Chero, Cruces, Saez & Luque, 2018

Diagnose: Monocotylidae. Dasybatotreminae. Corpo compreendendo o corpo
propriamente dito (regido cefilica e tronco) e haptor. Orgdo de fixagdo anterior bem
desenvolvido, de forma ovdide, com sulcos obliquos, uma depressdo antero-medial e
numerosas aberturas ductuais das glandulas anteriores. Trés glandulas anteriores
proeminentes (uma medial e duas laterais) contendo secrecdo granular presente.
Numerosas glandulas periféricas comegando nas glandulas anteriores, circundando a
abertura oral. Auséncia de manchas ocelares. Boca rodeada por numerosas pequenas
papilas. Cecos intestinais com grandes diverticulos lateral e medial, diverticulos
estendendo-se da extremidade anterior a posterior do corpo propriamente dito, nao
confluentes posteriormente. Tronco panduriforme. Haptor com um ldoculo central e oito
l6culos periféricos. Membrana marginal presente. Papilas haptorais marginais, escleritos
papilares, escleritos septais, crista septal esclerotizada sinuosa, protuberancias haptorais
dorsais ndo esclerotizadas e escleritos haptorais dorsais acessorios ausentes. Ancoras
presentes, muito mais curtas que a largura da membrana marginal, com raiz profunda
alongada e raiz superficial ndo reduzida. Pega acessoria esclerotizada na ancora presente.
Sete pares de ganchos semelhantes distribuidos na membrana marginal. Quatro testiculos
dispostos em dois grupos de dois. Duto ejaculatério com paredes levemente
esclerotizadas, possuindo por¢ao proximal (entrecruzada) e distal (altamente convoluta).
Bulbo ejaculatorio bem desenvolvido, altamente musculoso, com uma vesicula seminal
interna bipartida (= cAmara interna esférica); por¢ao distal do bulbo ejaculatorio com
numerosas glandulas acessérias masculinas. Orgdo copulador masculino (OCM)
esclerotizado, compreendendo quatro tubos conados (um tubo mais ou menos ligado
paralelamente a outros tubos). Peca acessoria presente. Filamento acessorio ausente.
Ovario enlagando o ceco intestinal direito, com por¢des proximal e distal; ovario proximal
com seis lobos clavados; ovario distal semelhante a um tubo, fortemente enrolado. Vagina
unica, parede vaginal esclerotizada; poro vaginal desarmado. Poro genital comum
desarmado. Parasitos de branquias de dasiatides.

Espécie tipo: Peruanocotyle chisholmae.
Etimologia: O nome do género se refere ao pais onde os espécimes foram encontrados.
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Comentarios:

Conforme afirmado por CHISHOLM et al. (2001), os Monocotylidae incluem 7
subfamilias reconhecidas com espécies que parasitam exclusivamente peixes
cartilaginosos marinhos e de 4agua doce: Calicotylinae Monticelli, 1903;
Dasybatotreminae; Decacotylinae Chisholm, Wheelerv & Beverley-Burton, 1995;
Euzetiinae Chisholm & Whittington, 2001; Heterocotylinae Chisholm, Wheeler &
Beverley-Burton, 1995; Merizocotylinae Johnston & Tiegs, 1922 e Monocotylinae
Taschenberg, 1879. O novo género ¢ colocado em Dasybatotreminae por ter um 6rgao de
fixagdo anterior com numerosas aberturas dutuais das glandulas anteriores e uma raiz
profunda alongada nas ancoras (CHISHOLM et al., 2001). A subfamilia atualmente inclui
quatro géneros parasitando elasmobranquios marinhos: Anoplocotyloides Young, 1967,
Dasybatotrema Price, 1938; Mehracotyle Neifar, Euzet & Ben Hassine, 2002 e
Timofeevia Chisholm, Wheeler & Beverley-Burton, 1995 (CHISHOLM et al., 2001,
NEIFAR et al., 2002). Peruanocotyle pode ser facilmente distinguido dos outros géneros
de Dasybatotreminae pela morfologia da regido cefélica, que ¢ nica na subfamilia por
possuir um 6rgao de fixacdo anterior de formato oval amplo, com numerosos sulcos e
uma depressdo antero-medial e por ter as ancoras muito mais curtas do que a largura da
membrana marginal. Além disso, Peruanocotyle pode ser diferenciado de todas as outras
espécies de Dasybatotreminae por terem trés glandulas anteriores proeminentes, que se
originam de numerosas glandulas periféricas que circundam a abertura oral e pela
morfologia do 6rgdo copulador masculino, que compreende quatro tubos conados. Além
disso, Peruanocotyle também difere de todos os géneros previamente descritos na
subfamilia pela seguinte combinacdo de caracteres: haptor com um léculo central e oito
loculos periféricos; ovario com porgdes proximais (com seis 16bulos clavados) e distais
(fortemente enroladas); duto ejaculatério com paredes levemente esclerotizadas, tendo a
por¢ao proximal (entrecruzada) e distal (muito convoluta); bulbo ejaculatéorio com uma
vesicula seminal interna bipartida; ancora com peca acessoria esclerotizada; cecos
intestinais com grandes diverticulos laterais e mediais; abertura oral rodeada por
numerosas pequenas papilas; e quatro testiculos ovais.

Peruanocotyle chisholmae Chero, Cruces, Saez & Luque, 2018
(Figuras 1A-F)

Descri¢do: Com base em 1 espécime montado em meio Gray e Wess e 3 espécimes
aplainados sob leve pressao e corados com carmim. Corpo com 7,13—7,65 (n = 3) mm de
comprimento, 2,08-2,27 (n = 3) mm de largura ao nivel do ter¢o posterior do tronco,
ligeiramente contraido ao nivel dos testiculos (Figura 1A). Tegumento liso. Haptor em
forma de roda (Figura 1A), 1,49-1,78 (n = 3) mm de comprimento, 1,38-1,94 (n =3) mm
de largura, com um l6culo central e oito loculos periféricos; membrana marginal delicada,
uniforme, 106—122 (n = 3) de largura. Ancora 32—63 (n = 4) de comprimento, associada
a septos postero-laterais, com raizes profundas e superficiais distintas; raiz profunda
alongada, com pequenas protuberancias distalmente; raiz superficial arredondada e
espessa; lamina levemente curvada e ponta recurvada, ponta atingindo o nivel da ponta
da raiz superficial (Figura 1C). Quatorze ganchos semelhantes, 14—15 (n = 8) de
comprimento, distribuidos na membrana marginal conforme ilustrado (Fig. 1A), cada um
com ponta curta e curva, polegar protuberante e ldmina uniforme com ponta proximal
curva; lago filamentoso do gancho (FH) estendendo-se até proximo ao nivel da
extremidade proximal da lamina (Figura 1D). Orgdo de fixacdo anterior bem
desenvolvido, amplamente oval, 1,36—1,57 (n = 3) mm de comprimento, 1,70-1,84 (n =
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3) mm de largura, com 79-91 sulcos obliquos € uma depressdao antero-medial (Figura
2A). Trés glandulas anteriores, uma medial (amg) e duas laterais (alg), bem desenvolvidas
e de formato irregular (fig. 2). Glandulas periféricas (pg) circundando a abertura oral, em
nimero de 18 a 20 (Fig. 2). Auséncia de manchas oculares. Boca ventral, subterminal,
rodeada por numerosas papilas em forma de ctpula (Fig. 2), cada papila com 25-27 (n =
3) de comprimento. Faringe muscular, subquadrangular, com células glandulares
circundando a porg¢ao posterior, 479-587 (n = 3) longa, 555611 (n = 3) de largura, com
10-11 pacotes musculares transversais; esdfago curto a indistinto. Bifurcacdo intestinal
anterior a abertura genital comum; cecos intestinais com grandes diverticulos lateral e
medial, estendendo-se da extremidade anterior a posterior do corpo propriamente dito,
alguns diverticulos circundam parcialmente os testiculos, ndo confluentes posteriormente
(Figs. 1A, 2A). Poro genital comum desarmado. Testiculos ovais, 4 em nlimero, 536—785
(n=12) de comprimento, 335472 (n=12) de largura, dispostos em dois grupos limitados
ao campo intercaecal, bem separados da extremidade posterior do corpo (Figs. 1A, 2B).
Vaso deferente altamente convoluto, corre anteriormente dorsal a vagina, estreitando-se
e curvando-se antes de se juntar a vesicula seminal (Figs. 1A, 2B). A vesicula seminal
quase fusiforme, situada sinistrolateral a porcao distal do o6tipo, continua como um duto
sinuoso, curva-se dorsal ao bulbo ejaculatério para o lado direito do corpo e vai até a base
do bulbo ejaculatdrio, onde entra e forma uma vesicula seminal interna. Vesicula seminal
interna bipartida (Fig. 2B). Duto ejaculatério, que surge da vesicula seminal interna,
possui paredes levemente esclerotizadas, com porcao proximal e distal; por¢ao proximal
cruzada; porcdo distal altamente convoluta (Fig. 2B). Bulbo ejaculatério bem
desenvolvido, altamente musculoso, oval, 362—-371 (n = 3) de comprimento, 217-265 (n
= 3) largura, antero-medial a o6tipo; porcao distal do bulbo ejaculatério com numerosas
glandulas acessorias masculinas (Fig. 2B). Orgdo copulador masculino esclerotizado, em
forma de chicote, 1,18—1,20 (n = 2) mm de comprimento, compreendendo quatro tubos;
extremidade distal do OCM terminando em quatro extensdes entrelagadas, duas delas
armadas com 14—15 espinhos finos (Figs. 1E-F). Pe¢a acessoéria esclerotizada, em forma
de T invertido (Fig. 1E), 110-115 (n = 2) de comprimento. Ovéario posicionado
anterodextral ao campo testicular, 701-868 (n = 3) de comprimento, 760—836 (n = 3)
largura, com por¢des proximal e distal; ovario proximal com seis lobos clavados, cada
um com 103-154 (n = 8) de comprimento, 111-150 (n = 8) de largura, ventral e
ligeiramente posterior a por¢do distal do ovario; ovario distal em forma de tubo,
fortemente enrolado, estreita-se para formar um oviduto curto (Fig. 2B). Ootipo 318—410
(n = 2) de comprimento, 240-290 (n = 2) de largura, extremidade proximal ligeiramente
sinuosa (Fig. 2B). Poro vaginal desarmado, rodeado por numerosas células glandulares
densamente agrupadas, abrindo-se ventralmente no lado esquerdo, 2,31-2,46 (n = 3) mm
da extremidade anterior. Vagina fracamente esclerotizada, em forma de funil, situada
obliquamente no lado esquerdo do corpo anterior ao ovario; células da glandula
circundando ao longo de todo o seu comprimento; por¢do proximal da vagina conectada
ao receptaculo seminal oval por um duto estreito (Fig. 2B); receptaculo seminal 117-137
(n=2) de comprimento, 73—82 (n = 2) de largura. Foliculos vitelinos densos, estendendo-
se do nivel pré-faringeo a extremidade posterior do tronco, ausentes nas regides dos
orgdos reprodutivos, campos laterais dos foliculos confluentes posteriormente aos
testiculos (Fig. 1A). Vesiculas excretoras paralelas, estendendo-se da regido faringea até
o nivel da bifurcac¢ao intestinal (Fig. 1A). Ovo tetraédrico (embora distorcido) observado
no odtipo.



Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Hypanus dipterurus (Jordan & Gilbert, 1880) (Myliobatiformes:
Dasyatidae), arraia diamante.

Sitio de infec¢d@o: Branquias.

Localidade tipo: Callao, Lima, Peru (12 ° 5'S, 78 ° 11'W), América do Sul.
Prevaléncia: 2 de 8 hospedeiros infectados (25%) com um total de 4 vermes.
Intensidade média de infec¢éo: 2 monogenéticos por hospedeiro infectado (intervalo de
1-3).

Material tipo: Holotipo, CHIOC 39080a; 3 paratipos, CHIOC 39080b-d.

Etimologia: A espécie recebeu esse nome em homenagem a Dra. Leslie Chisholm
(Museu da Australia do Sul, Australia) por sua contribuicdo para a sistematica dos
Monocotylidae.

Comentarios:

Peruanocotyle chisholmae ¢é a espécie-tipo do género. A nova espécie ¢
caracterizada por possuir um o6rgdo copulador masculino em forma de chicote,
terminando em quatro extensdes entrelagadas, duas delas armadas com finos espinhos.



Figura 1. Peruanocotyle chisholmae. A. Espécime i (vista ventral). B. Orgdo de fixagdo
anterior. C. Ancora. D. Gancho. E. Orgio copulador masculino. F. Extremidade distal do
6rgdo copulador masculino. ABREVIATURAS: alg; glandula antero-lateral; amg,
glandula anteromedial; asp, peca esclerotizada acessoria; bp, papilas bucais; exb, bexiga
excretora; gr, sulco; op, abertura oral; pg, glandula periférica.
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Figura 2. Peruanocotyle chisholmae. A. Espécime (vista ventral) mostrando os cecos
intestinais. B. Sistema reprodutivo. ABREVIATURAS: aao, 6rgdo de fixag¢do anterior;
do, ovario distal; ded, duto ejaculatério distal; eb, bulbo ejaculatério; eg, ovo; ha, haptor;
isv, vesicula seminal interna; Ivd, duto vitelino longitudinal; mag, glandulas acessorias
masculinas; ocm, 6rgdo copulador masculino; oo, odtipo; ovi, oviduto; ped, duto
ejaculatério proximal; ph, faringe; po, ovario proximal; sr, receptaculo seminal; sv,
vesicula seminal; t, testiculo; tvd, duto vitelino transversal; vd, vaso deferente; ve, vaso
eferente; vg, glandulas vaginais; vp, poro vaginal.
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Heterocotylinae Chisholm, Wheeler & Beverley-Burton, 1995

Heterocotyle margaritae Chero, Cruces, Séez, Santos & Luque, 2020
(Figura 3A-E)

Descricdo. Baseado em 14 espécimes adultos. Corpo 0,57-1,24 (0,83; n = 14) mm de
comprimento, 161-364 (258; n = 14) de largura geralmente ao nivel do bulbo
ejaculatorio, ligeiramente constrito ao nivel da faringe. Tegumento liso. Haptor
amplamente elipsdide 184-377 (261; n = 11) de comprimento, 280-542 (358; n = 11)
amplo, com um loculo central e oito periféricos; loculos posteriores ligeiramente maiores
que os anteriores (Fig. 1A). Cristas sinuosas do haptor com configuracao 1/2/3: simples
no anel interno e externo e trés septos posteriores, dupla nos dois septos radiais laterais e
tripla nos trés septos radiais anteriores; membrana marginal delicada, uniforme, 19-32
(26; n = 5) de largura (Fig. 1A). Superficie dorsal do haptor com quatro estruturas
acessorias, luniforme, esclerotizado, estriado na borde anterior com extremidades laterais
dobradas em torno da regido adjacente (Fig. 1A). Ancora 4043 (41; n = 12) de
comprimento, associada com septos posterolaterais, com raizes profundas e superficiais
distintas; raiz profunda alongada e estreita; raiz superficial espessa; eixo levemente
curvado e ponta recurvada, ponta estendendo-se além da ponta da raiz superficial (Fig.
1B). Quatorze ganchos semelhantes, 9-10 (9; n = 5) de comprimento, distribuidos na
membrana marginal conforme ilustrado (Fig. 1A), cada um com ponta curta e curva,
polegar saliente, eixo dilatado e haste uniforme e estreita; alca de gancho filamentoso
(FH) estendendo-se até proximo ao nivel da extremidade proximal do eixo (Fig. 1C).
Manchas oculares em forma de granulos de pigmento dispersos distribuidos em duas
areas (Fig. 1A), um par de granulos dispersos postero-lateral a abertura oral e granulos
frouxamente concentrados ao nivel da extremidade anterior da faringe. Boca ventral,
subterminal, circundada por pseudoventosa muscular. Glandulas anteriores nao
observadas. Faringe muscular, em forma de barril, 73—131 (105; n = 9) longa, 57-124
(88; n = 9) larga, compreendendo parte anterior curta circundada por esfincter fraco e
parte posterior longa; glandulas faringeas proeminentes em ambos os lados da faringe;
esofago curto a indistinto. Bifurcagdo intestinal anterior a abertura genital comum; cecos
intestinais nao ramificados, estendendo-se da extremidade anterior a posterior do corpo
proprio, ndo confluentes posteriormente (Fig. 1A). Abertura genital comum desarmada.
Testiculo quase reniforme, limitado ao campo intercecal. Vaso deferente originando-se
da margem anterior esquerda do testiculo, correndo anteriormente dorsal a vagina;
alargando para formar vesicula seminal. A vesicula seminal ¢ alongada, sinistra ao bulbo
ejaculatdrio, continua como um duto estreito e se enrola dorsalmente para entrar na base
do bulbo ejaculatério com numerosas glandulas acessorias. Bulbo ejaculatorio bem
desenvolvido, altamente musculoso, panduriforme, 102-219 (174; n = 6) de
comprimento, 41-129 (86; n = 6) largura, anteromedial ao odtipo; a regido anterior
estreita-se para encontrar a regido proximal do 6rgdo copulatério masculino (OCM).
Orgio copulador masculino 73-80 (76; n = 11) de comprimento, esclerotizado, em forma
de funil, espatulado distalmente com pregas laterais (Fig. 1D). Peca acessoria
esclerotizada, em forma de bastdo, 41-45 (43; n=4) de comprimento, origina-se da regidao
proximal do OCM (Fig. 1D). Ovério alongado, dextrolateral ao testiculo, circunda o ceco
intestinal direito dorsoventralmente e se estreita para formar o oviduto, que recebe o
receptaculo seminal e os dutos vitelinos. Odtipo 163—185 (173; n = 4) de comprimento,
61-68 (64; n = 2) de largura, em forma de taga, extremidade proximal ligeiramente
sinuosa (Fig. 1A). Vagina esclerotizada, em forma de saco, deitada obliquamente no lado
esquerdo do corpo anterior ao ovario; por¢ao proximal da vagina conectada a pequeno

12



receptaculo seminal estreitamente ovalado por um duto fino (Fig. 1A); receptaculo
seminal 27-44 (36; n = 3) de comprimento, 16-22 (18; n = 3) de largura. Foliculos
vitelinos densos, estendendo-se desde o nivel faringeo até a extremidade posterior do
tronco, ausentes nas regides dos o6rgaos reprodutores (Fig. 1A). Poro vaginal desarmado,
abrindo ventralmente no lado esquerdo, 230447 (348; n = 5) mm da extremidade
anterior. Ovo tetraédrico 74—-89 (79; n = 3) de comprimento, 73—-87 (79; n = 3) largura,
filamento tnico 163-253 (200; n = 3) de comprimento, com um pequeno botdo 6—7 (6; n
= 3) de comprimento na extremidade distal.

Resenha taxondmico

Hospedeiro tipo: Hypanus dipterurus (Jordan & Gilbert, 1880) (Myliobatiformes:
Dasyatidae), arraia diamante.

Sitio de infecgdo: filamentos branquiais.

Localidade tipo: Chorrillos, Lima, Peru, Oceano Pacifico Sul (12°09'S, 77°01'W).
Prevaléncia: 2 de 3 hospedeiros infectados (67%) com um total de 14 parasitos.
Intensidade media de infec¢cdo: 7 monogenéticos por hospedeiro infectado (intervalo de
5a9).

Material tipo: Holotype, MUSM 4436; 9 paratipos, MUSM 4437a-i; 4 paratipos, CHIOC
39264a-d.

Etimologia: A nova espécie leva o nome em homenagem a Paulina Margarita de la Cruz
Lavado, mae do primeiro autor.

Comentdérios:

Os espécimes recém-coletados de H. dipterurus sao atribuidos a Heterocotyle por
terem um haptor com um loculo central e oito loculos periféricos, tendo uma unica ou
multiplas cristas sinuosas na superficie ventral dos septos haptorais e quatro estruturas
acessoOrias na superficie dorsal do haptor (CHISHOLM, 1995; CHISHOLM e
WHITTINGTON, 1995).

Heterocotyle margaritae difere de H. armata, H. capricornensis, H. confusa, H.
forcifera, H. granulatae e H. sulamericana por ter um haptor com arranjo de cristas
sinuosas 1/2/3, em vez de ter uma Unica crista sinuosa sobre os septos como nas espécies
acima mencionadas. Heterocotyle capapei, H. chinensis, H. dasyatis, H. minima, H.
mokhtarae, H. pastinacae, H. pseudominima, H. scotti, H. similis ¢ H. striata diferem de
H. margaritae por possuir um 6rgao copulador masculino sem peca acessoria (presente
na nova espécie). Heterocotyle margaritae pode ser distinguida de H. dasyatis, H.
minima, H. taeniuropi e H. tokoloshei pela morfologia da pecga acessoria (em forma de
bastdo na nova espécie versus composta por cerca de dez espinhos esclerotizados em H.
dasyatis, em forma de sino em H. minimo, pequeno com borda recortada em H. taeniuropi
e semelhante a um pente em H. tokoloshei) e pelo tamanho do 6rgao copulador masculino
(7580 na nova espécie vs 32-46 em H. dasyatis, 110 em H. minima, 193-330 em H.
taeniuropi e 189-260 em H. tokoloshei). Pela presenga de um 6rgao copulador masculino
em forma de funil com uma peca acessoria, H. margaritae assemelha-se a H. americana.
No entanto, H. margaritae pode ser facilmente distinguido de H. americana por sua pega
acessoria em forma de bastdo (vs em forma de garra com um botdo dorsal em H.
americana) e por ter um orgao copulador masculino com a extremidade distal espatulada
e dobras laterais (vs extremidade distal reta e tubular sem dobras laterais em H.
americana). Além disso, a nova espécie difere de H. americana por possuir uma vagina
esclerotizada (vs muscular em H. americana) € um bulbo ejaculatorio panduriforme (vs
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ovoide em H. americana). Este € o primeiro relato de um membro de Heterocotyle no
sudeste do Oceano Pacifico.

Figura 3. Heterocotyle margaritae das branquias de Hypanus dipterurus, holotype. A.
Espécime (vista ventral). B. Ancora. C. Gancho. D. Orgio copulador masculino. E. Ovo.
ABREVIATURAS: eb, bulbo ejaculatorio; eg, ovo; las, estruturas acessorias luniformes;
mag, glandulas acessorias masculinas; ocm, 6rgao copulador masculino; mg, glandulas
de Mehlis; ooi, o6tipo; ov, ovario; ph, faringe; phg, glandulas faringeas; sr, receptaculo
seminal; sv, vesicula seminal; te, testiculo; va, vagina; vd, vaso deferente; vit, foliculos
vitelinos.
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4. DISCUSSAO

Com a proposta de Peruanocotyle, existem agora 29 géneros reconhecidos em
Monocotylidae. A caracteristica mais exclusiva de P. chisholmae, que nunca foi
observado em Monocotylidae, ¢ a presenca de um 6rgao de fixacdo anterior amplamente
ovalado, bem desenvolvido, que possui numerosos sulcos obliquos e uma depressao
antero-medial. Apenas uma espécie, Dictyocotyle coeliaca Nybelin, 1941 (Calicotylinae),
um monogenético endoparasito da cavidade corporal de peixes elasmobranquios da
ordem Rajiformes, ¢ conhecido por possuir um 6rgdo de fixagcdo anterior grande (=
ventosa oral), mas sem sulcos e uma depressdo antero-medial (PODDUBNAYA et al.
2016). Além disso, o o6rgdo de fixagdo anterior de P. chisholmae ¢ extraordinariamente
grande, semelhante em tamanho ao haptor, que excede consideravelmente o tamanho do
orgao de insercao anterior de D. coeliaca, que € menor que a metade do comprimento do
haptor.

De acordo com CHISHOLM et al. (1995) e CHISHOLM (2013), o numero de 16culos
haptorais ¢ uma importante caracteristica morfoldgica usada para diferenciar taxons
dentro dos Monocotylidae. Peruanocotyle chisholmae possui o haptor com um loculo
central e oito l6culos periféricos. Essa configuracdo se assemelha a observada nas
espécies de Anoplocotyloides Young, 1967 (Dasybatotreminae); Electrocotyle Vaughan,
Chisholm & Hansen, 2016; Heterocotyle Scott, 1904; Myliocotyle Neifar, Euzet & Ben
Hassine, 1999; Potamotrygonocotyle Mayes, Brooks & Thorson, 1981; Spinuris Doran,
1953 (Heterocotylinae); Clemacotyle Young, 1967; Dendromonocotyle Hargis, 1955 e
Monocotyle Taschenberg, 1878 (Monocotylinae). No entanto, todos os taxa acima
mencionados sd3o conhecidos por possuirem estruturas haptorais adicionais no haptor, por
exemplo papilas haptorais marginais como em as espécies de Anoplocotyloides (DORAN
1953; BRAVO-HOLLIS 1969); estruturas acessorias dorsais e cristas na superficie
ventral dos septos como nas espécies de Electrocotyle, Heterocotyle, Myliocotyle,
Potamotrygonocotyle e Spinuris (DOMINGUES e MARQUES 2007; VAUGHAN et al.
2016) ou escleritos nas papilas e septos como nas espécies de Clemacotyle,
Dendromonocotyle e Monocotyle (CHISHOLM 1998; VAUGHAN e¢ CHISHOLM
2009). Em contraste, todas essas estruturas estao ausentes em Peruanocotyle chisholmae.

Uma pega esclerotizada acessoria so foi descrita na ancora de Denarycotyle gardneri
Pulido-Flores, Monks & Violante-Gonzalez, 2015 (Euzetiinae) da raia Rhinoptera
steindachneri Evermann & Jenkins, 1892 (Myliobatidae) e Troglocephalus rhinobatidis
Young, 1967) de Glaucostegus typus (Anonymous [Bennett, 1830]) (Glaucostegidae)
(CHISHOLM et al. 1995; PULIDO-FLORES et al. 2015). A presenga de uma peca
esclerotizada acessodria parece ser resultado da evolugdo convergente nos taxons citados
e Peruanocotyle chisholmae.

A presenca de quatro testiculos dispostos em dois grupos em Peruanocotyle
chisholmae ¢é tnico. Nos monocotilideos, o nimero de testiculoe varia de um a varios
(CHISHOLM et al. 1995). Monocotilideos pertencentes as seguintes seis subfamilias tém
um testiculo: Dasybatotreminae, Decacotylinae, Euzetiinae, Heterocotylinae,
Merizocotylinae e Monocotylinae. No entanto, duas espécies de Monocotylinae,
Monocotyle ijimae Goto, 1894 e M. tritestis Young, 1967, sdo conhecidas por terem trés
testiculos (Chisholm 1998, Portes Santos et al. 2006). A presenc¢a de numerosos testiculos
¢ uma caracteristica restrita a membros de Calicotylinae (CHISHOLM et al. 1997,
BULLARD e OVERSTREET 2000, PODDUBNAYA et al. 2018).

O ovario de Peruanocotyle chisholmae tem uma porcao proximal com seis 16bulos
clavados e uma porcao distal fortemente enrolada, que envolve o ceco intestinal direito.
Apenas uma outra espécie, D. coeliaca tem a por¢ao proximal do ovario com multiplos
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lobos clavados (CHISHOLM et al. 1995). No entanto, Peruanocotyle chisholmae difere
de D. coeliaca pela porgao distal do ovario, que ¢ fortemente enrolada, enquanto a de D.
coeliaca é apenas sinuosa.

O ceco intestinal de P. chisholmae tem diverticulos laterais e mediais, que se
estendem da extremidade anterior a posterior do corpo. Cecos com diverticulos sé foi
descrito em espécies de Clemacotyle, Dendromonocotyle, Dictyocotyle e algumas
espécies de Calicotyle Diesing, 1850 (CHISHOLM et al. 1995). No entanto, o ceco
intestinal de P. chisholmae difere daqueles de Dictyocotyle e Calicotyle por ter
diverticulos laterais e mediais grandes em vez de serem muito curtos como nas espécies
de Dictyocotyle e Calicotyle. As espécies de Clemacotyle e Dendromonocotyle também
apresentam cecos intestinais com grandes diverticulos laterais e mediais, mas os cecos
intestinais de P. chisholmae tem alguns diverticulos mediais que circundam parcialmente
os testiculos, o que ndo foi descrito nas espécies de Clemacotyle e Dendromonocotyle.

Heterocotyle margaritae de Hy. dipterurus do Peru ¢ adicionado as trés espécies de
Heterocotyle descritas anteriormente de espécies de Hypanus, ou seja, H. americana, H.
pseudominima e H. sulamericana. A nova espécie se distingue dessas espécies pela
seguinte combinagdo de caracteristicas: um haptor com arranjo de cristas sinuosas 1/2/3,
um OCM com uma pega acessoria e uma vagina esclerotizada. Segundo CHISHOLM e
WHITTINGTON (1996), a morfologia do OCM ¢ o melhor carater para diferenciar as
espécies de Heterocotyle. No entanto, este carater deve ser estudado apenas em espécimes
maduros, uma vez que a variacdo na morfologia do OCM com a idade foi descrita em
algumas espécies de monocotilideos, ou seja, H. granulatae e Dendromonocotyle ardea
Chisholm & Whittington, 1995 (CHISHOLM, 1995; CHISHOLM e WHITTINGTON,
1996). O OCM de H. margaritae (baseado apenas em espécimes maduros) difere de todos
os congéneres por ter a forma de funil, espatulada distalmente com dobras laterais e por
sua peca acessoOria em forma de clava.
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CAPITULO II

Caracterizacdo morfoldgica e molecular de monogenéticos Hexabothriidae
(Monogenea: Diclybothriidea) parasitos das branquias de peixes elasmobranquios
marinhos do Peru, incluindo a proposta de um novo género e redescrigdo de
Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva & Luque, 19952

2Artigos publicados: Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Saez, G.; Camargo, A.C.; Portes Santos,
C.; Luque, J.L. Hypanocotyle bullardi n. gen. n. sp. (Monogenea: Hexabothriidae) from
gill of the diamond stingray Hypanus dipterurus (Jordan et Gilbert) (Myliobatiformes:
Dasyatidae) in the Southeastern Pacific Ocean off Peru. Parasitology International, v.
67, pp. 425430, 2018b, doi: 10.1016/j.parint.2018.03.010 (ANEXO II).

Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Sdez, G.; Camargo, A.C.; Portes Santos, C.; Luque, J.L.
Redescription and first nucleotide sequences of Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva &
Luque, 1995 (Monogenea: Hexabothriidae), a parasite of Pseudobatos planiceps
(Garman, 1880) (Rhinopristiformes: Rhinobatidae) from Peru. Acta Parasitologica, v.
64, pp. 797-806, 2019, doi: 10.2478/s11686-019-00101-4 (ANEXO 1I).
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1. INTRODUCAO

Hexabothriidae Price, 1942 (Monogenea) compreende espécies que infectam a
cavidade bucal, arcos branquiais e superficies respiratorias de peixes cartilaginosos
(tubardes, arraias e quimeras) (BULLAR e DIPPENAAR, 2003; PATELLA e
BULLARD, 2003; GLENNON et al., 2005). Boeger e Kritsky (1989) realizaram uma
analise filogenética dos Hexabothriidae usando caracteres morfologicos e
reconheceram 13 géneros validos, mas consideraram muitas espécies como incertae
sedis, apontando a possibilidade de que algumas dessas espécies possam representar
novos géneros. Atualmente, a familia contém > 60 espécies atribuidas a 16 géneros,
sendo Mobulicola Patella et Bullard, 2013 o tinico género proposto nos tltimos 4 anos
(PATELLA e BULLARD, 2003). As Dasyatidae (raias) sdo o grupo mais diverso de
peixes miliobatiformes, com aproximadamente 97 espécies distribuidas em 19
géneros aceitos (LAST et al., 2016). Eles normalmente habitam dguas costeiras rasas,
lagoas, estuarios e, ocasionalmente, dguas doces, mas algumas espécies podem
ocorrer em aguas mais profundas (além de 100 m) (FROESE e PAULY, 2017). Até
o momento, membros de 14 géneros monogéneticos foram relatados a partir de
dasiatides: Entobdella Blainville em Lamarck, 1818; Listrocephalos Bullard, Payne
et Braswell, 2004; Neoentobdella Kearn et Whittington, 2005; Trimusculotrema
Whittington et Barton, 1990 (Capsalidae); Dasyoncotyle Hargis, 1955
(Hexabothriidae); Loimopapillosum Hargis, 1955 (Loimoidae); Calicotyle Diesing,
1850; Dasybatotrema Price, 1938; Dendromonocotyle Hargis, 1955; Empruthotrema
Johnston et Tiegs, 1922; Heterocotyle Scott, 1904; Merizocotyle Cerfontaine, 1894;
Monocotyle Taschenberg, 1879 e Thaumatocotyle Odhner, 1910 (Monocotylidae)
(MERLO-SERNA et al., 2016). Até agora, o unico género de hexabotriideos com
espécies que infectam apenas Dasyatidae ¢ Dasyonchocotyle Hargis, 1955 (2 spp.),
que parece estar restrito a espécies de Hypanus Rafinesque, ou seja, Dasyonchocotyle
dasyatis (Yamaguti, 1968) e D. spiniphallus Hargis, 1955 (BOEGER e KRITSKY,
1989; ESCORCIA-IGNACIO et al., 2015; POLLERSPOCK e STRAUBE, 2015;
MERLO-SERNA et al., 2016). Registros de hexabotriideos infectando condricties
marinhos do Peru sdo escassos: Callorhynchocotyle marplatensis Suriano &
Incorvaia, 1982 de Callorhinchus callorynchus (Linnaeus); Rhinobatonchocotyle
cyclovaginatus Doran, 1953 e R. pacifica Oliva & Luque, 1995 de Pseudobatos
planiceps (Garman) (LUQUE et al., 2016). Durante um levantamento parasitologico
de peixes marinhos peruanos de junho de 2015 a maio de 2018, varios espécimes
monogenéticos foram coletados dos filamentos branquiais de Hypanus dipterurus
(Jordan & Gilbert) (Dasyatidae) e de P. planiceps na costa de Lima, Peru. A anélise
morfoldgica detalhada revelou que alguns destes espécimes representavam uma nova
espécie para a qual se justificava a proposta de um novo género. Outros espécimes
foram identificados como R. pacifica Oliva & Luque, 1995 (Hexabothriidae). A
descri¢ao original desta espécie estava incompleta, incluindo poucas caracteristicas
diagnosticas e ilustragdes altamente estilizadas e generalizadas. Assim, R. pacifica
aqui ¢ redescrita com base no exame do material-tipo (holotipos e paratipos) e
espécimes recém-coletados de P. planiceps (hospedeiro-tipo). Além disso, sequéncias
representativas de nucleotideos do novo género e de R. pacifica foram obtidas e
usadas para reconstruir a filogenia de Hexabothriidae.
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2. MATERIAL E METODOS
Coleta de espécimes e anélise morfoldgica

De junho de 2015 a maio de 2018, condrichthyes foram capturados por arrastdes
comerciais na zona costeira de Chorrillos (12°09'S, 77°01'W) e na zona costeira do Callao
(12°5'S, 78°11'W), regido de Lima, Peru. Os peixes foram imediatamente levados ao
laboratdrio para andlise. Nomes cientificos, incluindo autoridades taxondmicas e datas,
para peixes seguem ESCHMEYER et al. (2018). As branquias foram excisadas e
colocadas em placas de Petri com 4gua do mar e examinadas para monogenéticos com o
auxilio de um estereomicroscopio. Os monogeneos foram coletados vivos, lavados em
dgua do mar, fixados em formol 4% quente sob leve pressdo de laminula, corados com
carmim de Semichon, clarificados em 6leo de cravo e montados em balsamo do Canada
para estudo da anatomia interna. Alguns espécimes de monogenéticos foram montados
em meio de Gray e Wess para estudo de estruturas esclerotizadas (HUMASON, 1979).
As amostras foram examinadas com o auxilio de um microscépio Olympus BXS53
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) equipado com um tubo de desenho e redesenhados
no programa CorelDraw Graphics Suite 2018. As medidas estio em micrometros,
representando distancias em linha reta entre os pontos extremos das estruturas medidas e
sdo expressas como o alcance seguido pela média e nimero (n) de estruturas medidas
entre parénteses. Espécimes foram depositados na Colecdo Helmintologica e
Invertebrados Menores do Museu de Historia Natural da Universidade de San Marcos
(MUSM), Peru e na Cole¢ao Helmintologica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC), Brasil.
Para fins comparativos, foram examinados os seguintes espécimes depositados na
Helminthological Collection do National Museum of Natural History, Smithsonian
Institution (USNM), EUA: Rhinobatonchocotyle cyclovaginatus Doran, 1953 (USNM
1346769, holotipo; USNM 1356773, paratipo) e R. pacifica (USNM 1377335, holétipo;
USNM 1377336, paratipo).

Extracdo de DNA, amplificagao por PCR e sequenciamento de DNA

O DNA gendmico foi extraido usando o método fenol-cloroférmio (BILLINGS et al.,
1998). A regido parcial abrangendo 28S rDNA foi amplificada por PCR usando os
primers Cl (5'-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3") e D2 (5'-
TGGTCCGTGTTTCAAGAC-3") (HASSOUNA et al., 1984; CHISHOLM et al., 2001).
A regido parcial que abrange o 18S rDNA foi amplificada por PCR usando os primers S1
(5'-TTCCGATAAC GAACG AGACT -3") e IR5 (5-TACG GAAA CCTT GTTACGAC)
(SINNAPPAH et al., 2001). Os ensaios de PCR foram realizados em um volume total de
15 pl contendo 7,5 pl de 2x GoTaq® Colorless Master Mix (Promega), 0,5 pul Mg2+
(concentracao de 50 mM), 1,5 ul de cada primer com concentracdo final de 0,5 uM, 2,0
ul de amostra de cDNA e dgua ultrapura para completar, usando pardmetros de ciclagem
conforme descrito anteriormente por esses autores. Os produtos da PCR foram analisados
por eletroforese em géis de agarose 1,5% em Tris-borato EDTA, corados com
SyberGreen (Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) e fotografados sob transiluminagdao UV.
Os produtos de PCR amplificados foram purificados com ExoSap-IT (USB® Products
Affymetrix Inc., Cleveland, Ohio, EUA). As reagdes de sequenciamento do ciclo de DNA
foram realizadas usando BigDye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) e o sequenciamento automatizado foi feito usando a Plataforma de Sequenciamento
da Fundagdo Oswaldo Cruz-PDTIS/FIOCRUZ no Brasil. As sequéncias de ambas as fitas
foram geradas, editadas e alinhadas usando o software MEGA versao 7.0 (KUMAR et
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al., 2016). As sequéncias foram comparadas com outras disponiveis no banco de dados
GenBank usando o programa BLASTN do servidor do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).

Analises moleculares

As sequéncias foram alinhadas com Clustal W no MEGA 7.0 (THOMPSON et al.,
1994). O modelo evolutivo selecionado automaticamente pelo MEGA 7 para
reconstrucdo de arvores filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (ML)
(FELSENSTEIN, 1981) foi o GTR (G + I) ou Kimura (K2+G) para a arvore parcial 18S
rDNA e Tamura-Nei (G) ou Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+I) para parcial 28S rDNA.
As éarvores foram reamostradas por 5.000 repetigdes bootstrap para avaliar a
confiabilidade dos grupos. As sequéncias das novas espécies foram depositadas no
GenBank. As sequéncias do GenBank que foram usadas para a andlise filogenética estao
listadas na Tabela 1.
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3. RESULTADOS

Ordem Diclybothriidea Bychowsky, 1957
Familia Hexabothriidae Price, 1942

Hypanocotyle Chero, Cruces, Saez, Camargo, Santos & Luque, 2018

Diagnose: Monogenea, Hexabothriidae. Corpo alongado. Haptor simétrico, paralelo a
linha média do corpo; complexos de ventosas de tamanho igual, distribuindo-se em 2
colunas bilaterais de 3 complexos de ventosas cada; escleritos de tamanho igual, com eixo
em forma de C e gancho distal afiado. Apéndice armado (= com ancoras), situado na linha
média do haptor, originando-se da superficie dorsal do haptor, com extremidade bifurcada
compreendendo ventosas apéndices pareadas; ventosas do apéndice com bulbos
musculares proximais e distais; ancoras (= hamuli) pareadas, quase em tandem ou
ligeiramente obliquas, com extremidade proximal bifurcada e ponta distal pontiaguda e
curva, aparentemente incrustada no tegumento do apéndice. Conduto eferente com
por¢des proximal e distal; porcao proximal estreita com parede glandular fina; porgdes
distais expandidas, entrelagadas, com parede glandular espessa, juntando-se medialmente
para formar o conduto deferente. Conduto deferente com porgdes proximal (expandido,
sinuoso, com parede glandular espessa) e distal (estreito, fortemente sinuoso, com parede
glandular fina). Orgéo copulador masculino (OCM) desarmado, de paredes espessas, com
distintas porc¢des proximal e distal; por¢do proximal semelhante a um tubo levemente
sinuoso, provavelmente compreendendo uma vesicula seminal interna; porgao distal do
6rgdo copulador masculino em forma de funil, provavelmente acomodando cirros em
parte ou na maior parte de seu comprimento. Glandulas prostaticas presentes, distribuidas
ao redor do OCM. Ovirio intercecal, com por¢des proximal e distal; ovario proximal
ramificado, lateral e anterior a por¢ao distal do ovario, conectando-se com a por¢ao distal
do ovario mediolateralmente; ovario distal semelhante a um tubo ovariano, sinuoso,
composto por uma porg¢ao inicial descendente e uma final ascendente; por¢ao descendente
do ovario distal formando algas, extensamente convolutas; por¢ao ascendente do ovario
distal ligeiramente convoluta. Receptaculo seminal presente, medial, de paredes finas, um
saco oval com terminagdo cega, separado do ovario e do oviduto propriamente dito.
Odtipo sem fileiras longitudinais de células grandes (sem odtipo cotelé). Utero
relativamente reto, estendendo-se ao longo da linha média distalmente, intercecal.
Vaginas pareadas, paralelas, cada uma com porg¢des proximal e distal bem diferenciadas,
acompanhando entre o 6rgao copulador masculino e os cecos intestinais; por¢ao proximal
da vagina glandular, conectando-se ao duto vitelino comum, estendendo-se anteriormente
em paralelo com a margem lateral do corpo, possuindo por¢ao tubular levemente sinuosa;
porcao distal da vagina de parede espessa, musculoglandular, convoluta, marcadamente
expandida lateralmente em relagdo a porcdo proximal da vagina, estendendo-se em
direcdo a parte anterior do corpo entre o 6rgdao copulador masculino e o intestino; células
glandulares que circundam o duto vaginal ao longo de toda a extensdo da porg¢ado distal,
densamente agrupadas na por¢ao média. Poros vaginais imediatamente posteriores ao
nivel da abertura genital comum. Ovo com 2 filamentos. Parasitas das branquias de
dasiatides (raias).

Espécie tipo: Hypanocotyle bullardi.
Etimologia: O nome genérico refere-se ao género do peixe hospedeiro.
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Comentarios:

Atualmente, Hexabothriidae inclui 16 géneros aceitos com espécies que parasitam
condrictios marinhos e de dgua doce: Branchotenthes Bullard & Dippenaar, 2003;
Callorhynchocotyle Suriano & Incorvaia, 1982; Dasyonchocotyle Hargis, 1955;
Epicotyle Euzet & Maillard, 1974; Erpocotyle Van Beneden & Hesse, 1863;
Heteronchocotyle Brooks, 1934; Hexabothrium von Nordmann, 1840; Mobulicola
Patella & Bullard, 2013; Neonchocotyle Ktari & Maillard, 1972; Paraheteronchocotyle
Mayes, Brooks & Thorson, 1981; Pristonchocotyle Watson & Thorson, 1976;
Protocotyle Euzet & Maillard, 1974; Pseudohexabothrium Brinkmann, 1952;
Rajonchocotyle  Cerfontaine, 1899;  Rhinobatonchocotyle ~ Doran, 1953 e
Squalonchocotyle Cerfontaine, 1899 (PATELLA e BULLARD, 2003; JUSTINE, 2011;
KHEDDAM et al., 2011; VAUGHAN e CHRISTISON, 2012). Hypanocotyle pode ser
facilmente distinguido de todos os tdxons mencionados acima pela morfologia tinica do
OCM, que tem uma porg¢ao proximal que ¢ levemente sinuosa e em forma de tubo, bem
como uma por¢ao distal que ¢ em forma de funil. Além disso, o novo género pode ser
diferenciado de todos os outros géneros por ter os ramos dextral e sinistral de duto
eferente marcadamente expandidos e entrelacados distalmente, unindo-se medialmente
antes de se conectarem ao duto deferente. Hypanocotyle também difere de
Callorhynchocotyle, Epicotyle, Heteronchocotyle, Neonchocotyle,
Paraheteronchocotyle, Pristonchocotyle e Rhinobatonchocotyle porque as espécies
desses géneros possuem o haptor assimétrico (simétrico em membros de Hypanocotyle).
As espécies de Dasyonchocotyle e Hexabothrium possuem o OCM armado (ndo armado
em membros do novo género). Hypanocotyle difere de Protocotyle, Pseudohexabothrium
e Rajonchocotyle porque as espécies desses géneros possuem vaginas indiferenciadas
(diferenciadas em membros de Hypanocotyle). As espécies de Branchotenthes,
Mobulicola e Squalonchocotyle t€m as porgdes proximais do ovario lobadas (porcao
proximal do ovario ramificadas em membros do novo género). Hypanocotyle assemelha-
se a Erpocotyle, que inclui espécies que parasitam tubardes carcarinoides (BOEGER e
KRITSKY, 1989; VAUGHAN e CHRISTISON, 2012). Ambos os géneros apresentam
um haptor simétrico, um apéndice que se origina da margem haptoral entre o par posterior
de ventosas haptorais, um 6rgdo copulador masculino desarmado, vaginas paralelas
compostas por por¢des proximais e distais distintas e ovulos uterinos com filamentos
alongados. No entanto, e para além das caracteristicas distintivas ja referidas,
Hypanocotyle ¢ facilmente diferenciado do Erpocotyle por uma combinagdo de
caracteristicas relacionadas a por¢cdo proximal do OCM, distribui¢do das glandulas
prostaticas, por¢ao distal do duto deferente, porcdo distal da vagina e por¢ao ascendente
e descendente do ovario. Em relag@o a por¢do proximal do OCM, Hypanocotyle tem uma
por¢do proximal do OCM que tem uma parede espessa. A de Erpocotyle tem uma parede
fina. Em relagdo a por¢ao distal do duto deferente, Hypanocotyle tem a porgao distal do
vaso deferente com uma parede fina, enquanto que no Erpocotyle a parede € espessa.
Quanto a distribuicdo das glandulas prostaticas, Hypanocotyle possui glandulas
prostaticas distribuidas por todo o OCM. Em contraste, Erpocotyle possui glandulas
prostaticas restritas a por¢ao proximal do OCM. Em relagdo a por¢do distal da vagina,
Hypanocotyle possui a por¢do distal da vagina com uma camada muscular espessa,
enquanto no Erpocotyle a camada muscular ¢ fina. Em relagdo a por¢do ascendente e
descendente do ovario, Hypanocotyle possui a porcdo distal do ovario com ramos
descendente e ascendente sinuosos. Em contraste, Erpocotyle tem o ramo descendente e
ascendente reto.
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Hypanocotyle bullardi Chero, Cruces, Sdez, Camargo, Santos & Luque, 2018
(Figuras 4 e 5)

Descrigédo. Baseada em 24 espécimes adultos. Corpo alongado (Fig. 4A), 15,25-23,00
(19,16; n = 24) mm de comprimento, 2,10-3,27 (2,54; n = 24) mm de largura ao nivel do
ovario. Tegumento liso. Haptor 2,75-4,12 (3,510; n = 24) mm de comprimento, 3,80—
5,67 (4,73; n=24) mm de largura. Ventosas haptorais cada uma com 0,800-1,050 (0,927;
n = 20) mm de didmetro, contrateis, com dois conjuntos de cristas na superficie ventral
perpendiculares a linha média; escleritos sugadores haptorais (Fig. 4B-D) de tamanho
igual, com sulco curvo ventral 687-868 (762; n = 20) em comprimento maximo, 65-83
(74; n=20) de largura. Apéndice armado, 3,55-5,55 (4,46; n = 24) mm de comprimento,
0,77-1,35 (1,00; n = 20) mm de largura méaxima, extremidade bifurcada, com bulbos
musculares proximais e distais e ventosa distal; bulbo proximal 456—634 (529; n =20) de
comprimento, 329-556 (441; n = 20) de largura, com eixo longo paralelo a linha média;
bulbo distal 123—182 (160; n = 20) de comprimento, 109—171 (146; n = 20) de largura,
com eixo longo paralelo a linha média; ventosa distal em forma de ctipula, com superficie
enrugada; ancoras (Fig. 4E) 48-58 (54; n = 19) de comprimento, 18-28 (22 n = 19) de
largura. Ventosa circumoral 250-330 (279; n = 18) de comprimento, 250-390 (304; n =
18) de largura. Boca ventral, subterminal. Faringe muscular, subesférica, imediatamente
posterior ou ao nivel da margem posterior da ventosa circumoral, 100-138 (116; n = 15)
de comprimento, 95-125 (112; n=15) de largura. Bifurcacao intestinal anterior a abertura
genital comum, 2,07-3,35 (2,45; n = 13) mm da extremidade anterior do corpo; cecos
intestinais ramificados, tornando-se confluentes posteriormente ¢ formando um ciclo;
ciclocele conectando-se ao ceco Unico; ceco com diverticulo que se estende pelo haptor
e apéndice. Campo testicular 3,87—6,35 (4,98; n = 20) mm de comprimento, 0,80—1,37
(1,07; n=20) mm de largura, ocupam a 4rea intercecal da parte posterior do corpo. Orgio
copulador masculino (Fig. 5A) 1,09-1,84 (1,37; n = 13) mm de comprimento; por¢ao
proximal do 6rgdo copulador masculino 721-992 (884; n = 13) de comprimento, 140—
204 (178; n = 13) de largura maxima; por¢ao distal do 6rgao copulador masculino 313-
472 (375; n = 13) de comprimento, 226-294 (262; n = 13) de largura maxima. Abertura
genital comum ao redor da por¢ao distal do OCM, 2,32-3,67 (2,81; n = 10) mm da
extremidade anterior do corpo. Por¢do proximal do ovario ramificado (5B—C), 0,53—1,2
(0,70; n=20) mm de comprimento, 0,74—1,81 (0,99; n=20) mm de largura; porcao distal
do ovario em forma de tubo, com por¢des ascendente e descendente (Fig. 5B),
sobrepondo-se a area anterior do campo testicular; por¢ao descendente 1,58—5,66 (2,66;
n = 20) mm de comprimento; por¢ao ascendente 0,864-3,01 (1,50; n = 20) mm de
comprimento. Receptaculo seminal 320-450 (377; n = 18) de comprimento, 200-360
(259; n = 18) de largura, principalmente posterior a por¢ao proximal do ovario. Ovo de
formato oval (Fig. 2D), 570-670 (616; n = 13) de comprimento total, 60—80 (67; n = 13)
de largura maxima, contendo células vitelinicas na maioria dos espécimes, consistindo de
um corpo e filamentos; corpo do ovo 130-200 (166; n = 13) de comprimento, com casca
grossa; opérculo 35-50 (42; n = 13) de comprimento; filamentos sub-iguais, cada um com
180-270 (128; n = 10) de comprimento, 13—15 (14; n = 10) de largura méxima.

Resenha taxondmico

Hospedeiro tipo: Hypanus dipterurus (Jordan & Gilbert, 1880) (Myliobatiformes:
Dasyatidae), arraia diamante.

Sitio de infecgéo: Branquias.

Localidade tipo: Callao, Lima, Peru (12°5'S, 78°11'W), América do Sul.
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Prevaléncia: 2 de 4 hospedeiros infectados (50%) com um total de 154 vermes.
Intensidade média de infeccéo: 39 monogenéticos por hospedeiro infectado (intervalo
de 52 a 104).

Material tipo: Holotipo, MUSM 3650; 18 paratipos, MUSM 3651a-r.

Etimologia: A espécie recebeu esse nome em homenagem ao Dr. Stephen A. Bullard
(Universidade Auburn, Estados Unidos) por sua contribui¢do a sistematica dos
Hexabothriidae.

Comentarios:
Hypanocotyle bullardi ¢ a espécie-tipo do novo género.
Analises moleculares

O resultado BLAST para a regido 18S rDNA parcial indicou uma identidade de
93% com 100% de cobertura de consulta e uma pontuagdo maxima de 767 para
Pseudohexabothrium taeniurae (AJ228791) e 87% de identidade com 100% de cobertura
de consulta e uma pontuagdo maxima de 579 para Mazocraeoides prashadi (KT267182).
Para as sequéncias parciais de 28S rDNA, o BLAST indicou uma identidade de 85% com
100% de cobertura de consulta e uma pontuagdo maxima de 891 para P. faeniurae
(AF382035) e 87% de identidade com 48% de cobertura de consulta e uma pontuacao
maxima de 486 para Mazocraeoides dussumieri (KF306257). A reconstrucgao filogenética
baseada na sequéncia parcial que abrange o 18S rDNA mostra H. bullardi (MG591251)
agrupando-se com P. taeniurae (AJ228791) com suporte estatistico de 97% no clado da
familia Hexabothriidae, separado da familia Diclybothriidae representada por
Paradiclybothrium pacificum (KP796243) e Diclybothrium armatum (KP96254) com
suporte estatistico de 64%. As familias Hexabothriidae e Diclybothriidae agruparam-se
na ordem Diclybothriidea bem separadas de um clado com espécies representativas de
Mazocraeidae, ordem Mazocraeidea (Fig. 6).

A topologia da arvore filogenética para 28S rDNA parcial mostrou as ordens
Diclydobothriidea e Mazocraeidea em diferentes clados. O clado de Diclydobothriidea
com representantes de Hexabothriidae incluiu nossas sequéncias de H. bullardi agrupados
com P. taeniurae (AF131724) com suporte estatistico de 100% e Hexabothrium
appendiculatum (AF131724) com suporte estatistico de 70%. Os Mazocraeidae
apareceram em um clado separado com 100% de suporte estatistico (Fig. 7).
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Figura 4. Hypanocotyle bullardi das branquias de Hypanus dipterurus, holétipo. A.
Espécimes inteiros (vista ventral). B. Escleritos da ventosa anterior do haptor. C.
Escleritos de ventosas do haptor médio. D. Escleritos de ventosas haptorais posteriores.
E. Ancoras do apéndice.
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Figura 5. Hypanocotyle bullardi das branquias de Hypanus dipterurus, holotipo. A.
Sistema reprodutor masculino mostrando por¢do distal (dp) e proximal (pp) da glandula
prostatica masculina (pg), por¢do distal (dvd) e proximal (pvd) dos vasos deferentes e
porcao distal (dve) e proximal (pve) dos vasos eferentes. B. Sistema reprodutor feminino
mostrando poro vaginal (vp), utero (u), vagina distal (dvag), vagina proximal (pvag),
ovario proximal (po), ovario distal (do), receptaculo seminal (sr), glandula de Mehlis
(mg), o6tipo (00), poeira vitelina comum (cvd) e canal genito-intestinal (gic). C. Ovo

mostrando filamento anterior (af), corpo do ovo (eb) e filamento posterior (pf).
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KX094554 [ eptomazocraes orientalis
KUB72031 Paramazocraes thrissocles
73
KT267182 Mazocraeoides prashadi
MG591251 Hypanocotyle bullardi n.gen. n.sp

L1 Hexabothriidae
AJ228791 Pseudohexabothrium taeniurae chlybothrlldea

100

Mazocraeidae | Mazocraeidea

|— KP796243 Paradiclybothrium pacificum

Diclybothriidae

99
|— KP796254 Diclybothrium armatum

FM992698 Polystomoides oris

0.020

Figura 6. Arvore de maxima verossimilhanca de Hypanocotyle bullardi baseado na
regido 18S para mostrar suas relagdes com outras espécies de Monogenea. Numeros (%)
nos ramos indicam 5.000 réplicas de bootstrap. Os niumeros de acesso do GenBank sao
mostrados e a barra de escala indica as mutagdes de nucleotideos por sitio.

Figura 7. Arvore de maxima verossimilhanca de Hypanocotyle bullardi baseado na
regido 28S para mostrar suas relagdes com outras espécies de Monogenea. Numeros (%)
nos ramos indicam 5.000 réplicas de bootstrap. Os niimeros de acesso do GenBank siao
mostrados e a barra de escala indica as mutagdes de nucleotideos por sitio.
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Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva & Luque, 1995
(Figuras 8 e 9)

Redescricdo. Baseada em 7 espécimes adultos. Corpo alongado (Fig. 8A), 7,36—10,13
(8,42; n = 6) mm de comprimento , 0,81-1,10 (0,95; n = 6) mm de largura ao nivel do
ovario, tegumento liso, haptor assimétrico, quase perpendicular a linha média do corpo,
0,61-0,95 (0,72; n = 6) mm de comprimento, 1,05-1,97 (1,39; n = 6) mm de largura,
complexos de ventosas de tamanhos desiguais, distribuidos em uma fileira perpendicular
a linha média do corpo, exceto o complexo de ventosas 1; complexo de ventosa 1
imediatamente posterior a base do apéndice haptoral; trés pares de pacotes de musculos
adutores extrinsecos bem desenvolvidos, cada um conectado a extremidade proximal dos
escleritos da ventosa haptoral (Fig. 8F). Ventosas haptorais contrateis, com arranjo de
cristas na superficie ventral que correm perpendicularmente ao eixo dos escleritos.
Escleritos das ventosas haptorais de tamanho desigual, com sulco curvo ventral, com eixo
em forma de C e gancho distal afiado (Fig. 8B-D); gancho com estrias na superficie;
esclerito da ventosa haptoral 1 e 1' orientado para o lado direito, 273-353 (317; n=15) de
comprimento maximo, 2636 (32; n = 5) de largura; esclerito da ventosa haptoral 2
orientado para o lado direito e 2' orientado para o lado esquerdo, 352488 (412; n=15) de
comprimento maximo, 3655 (46; n = 5) de largura; esclerito da ventosa haptoral 3 e 3'
orientado para o lado esquerdo, 406-528 (476; n = 5) de comprimento maximo, 46-58
(52; n=15) de largura; Almofada muscular em forma de meia-lua perto da ponta do gancho
distal do esclerito da ventosa haptoral, exceto esclerito sugador 1 (Fig. 8F). Apéndice
armado (= com ancoras), 441-762 (624; n = 7) de comprimento, 193-294 (252; n=7) de
largura, originando-se da margem do haptor, deitado na linha média do corpo, com
extremidade ligeiramente bifurcada compreendendo pares ventosas de apéndice (Fig. 8F);
ventosas de apéndice com bulbo muscular; bulbo muscular 95-105 (98; n = 4) de
comprimento, 83-97 (91; n = 4) de largura, com eixo paralelo a linha média e; placa oval
levemente muscular associada a extremidade distal do bulbo muscular, com projegdes
curtas em forma de dedos na extremidade distal, 29-36 (32; n = 4) longas, 65-75 (71; n
=4) largas; ancoras (= hamuli) emparelhadas, quase em tandem ou ligeiramente obliquas,
aparentemente embutidas no tegumento do apéndice, com extremidade proximal
bifurcada e ponta distal pontiaguda e recurvada (Fig. 8E), 53-55 (54; n = 6) longa, 17 —
28 (24; n = 6) de largura. Ventosa oral subterminal, 116-158 (131; n=15) de comprimento,
208-280 (238; n=5) de largura. Boca ventral, subterminal; cavidade oral uniformemente
coberta por pequenas papilas espiniformes sésseis (Fig. 2d). Faringe medial, muscular,
esferoide, imediatamente posterior ou ao nivel da margem posterior da ventosa oral, 66—
72 (69; n = 7) de comprimento, 64—76 (71; n = 7) de largura; es6fago longo e estreito;
numerosas células glandulares pedunculadas unicelulares dispostas em cada lado do
esofago. Bifurcacdo cecal anterior a abertura genital comum (Fig. 8A), 507-561 (534; n
= 2) da extremidade anterior do corpo; ceca diverticulada, tornando-se confluente
posteriormente e formando ciclocele; ciclocele continua como ceco Unico que se estende
em haptor e apéndice (Fig. 8A). Testiculos de forma irregular, 40—45 em niimero, 65-81
(73; n = 6) de comprimento, 146—196 (173; n = 6) de largura, ocupam a area intercecal
posterior ao ovario. Vaso eferente ndo observado. Vaso deferente com porg¢ao proximal
(expandida, fortemente sinuosa, com parede glandular espessa) e distal (estreita,
levemente sinuosa, com parede glandular fina) (Fig. 9B). Orgio copulador masculino
(OCM) desarmado (Fig. 9B), 362-420 (391; n = 4) de comprimento, com distintas
por¢des proximal e distal; por¢do proximal semelhante a um tubo levemente sinuoso,
parede fina (Fig. 9B), 70-92 (81; n = 4) de comprimento, 6—10 (8; n = 4) de largura
maxima; por¢ao distal alongada, compreendendo uma vesicula seminal interna convoluta,
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de parede espessa (Fig. 9B), 304-353 (334; n = 6) de comprimento, 62—77 (67; n=6) de
largura maxima; glandulas acessorias masculinas distribuidas por toda a MCO (Fig. 9B).
Abertura genital comum circundando a porg¢ao distal do OCM, 522—-806 (643; n =5) da
extremidade anterior do corpo. Ovario intercecal, com por¢des proximal e distal; ovario
proximal profundamente lobado (Fig. 9A, C), 128—-180 (152; n = 4) de comprimento,
210-293 (261; n = 4) de largura; ovario distal em forma de tubo, sobrepondo-se a area
anterior do campo testicular, compreendendo uma por¢ado inicial descendente (direcao
posterior) e uma por¢do ascendente curta (direcdo anterior) (Fig. 9A, C); por¢do
descendente do ovario distal formando algas, altamente convolutas (Fig. 9C), 1,27-2,11
(1,77; n=4) mm de comprimento; por¢ao ascendente do ovario distal reta (Fig. 9A), 361—
445 (359; n=4) de comprimento. Receptaculo seminal medial, de paredes finas, um saco
oval com terminagdo cega (Fig. 9A), posterior a por¢ao proximal do ovario, 98-140 (115;
n = 6) de comprimento, 95-161 (117; n = 6) de largura. O6tipo sem fileiras longitudinais
de células grandes (ndo o6tipo cotelé) (Fig. 9A). Utero relativamente reto, estendendo-se
ao longo da linha média distalmente, intercecal (Fig. 9A). Vaginas pareadas, em forma
de X, cada uma com porcdes proximal e distal bem diferenciadas (Fig. 9A); dutos
vaginais distais comecando como tubos musculares ligeiramente expandidos,
estendendo-se diagonalmente na posteridade como tubos musculoglandulares altamente
convolutos e estreitos, unindo-se medialmente, formando um tubo reto e curto,
bifurcando-se para formar dutos vaginais proximais; dutos vaginais proximais bem
expandidos, glandulares, com espessa camada muscular, conectando-se
independentemente ao duto vitelino comum; células glandulares que circundam os dutos
vaginais (Fig. 9A). Poros vaginais imediatamente posteriores a abertura genital comum,
extracecais, situados lateralmente a por¢do proximal do o6rgdo copulador masculino,
posteriores a bifurcagao cecal (Fig. 8A), 543—-864 (690; n = 6) da extremidade anterior do
corpo. Foliculos vitelinos estendendo-se do nivel da porcao distal do OCM ao nivel
posterior dos testiculos (Fig. 1a), 0,61-1,04 (0,81; n = 6) da extremidade anterior. Ovo de
formato oval (Fig. 9E), 360483 (412; n = 5) de comprimento total, 47-54 (50; n=5) de
largura maxima, contendo células vitelinicas na maioria dos espécimes, consistindo de
um corpo e filamentos; corpo do ovo 147-156 (150; n = 5) de comprimento, com casca
grossa (Fig. 9E); opérculo 42—49 (46; n = 5) de comprimento; filamentos sub-iguais, cada
um com 149-194 (175; n = 5) de comprimento, 5-9 (7; n = 4) de largura maxima.

Resenha taxondmico

Hospedeiro tipo: Pseudobatos planiceps (Garman, 1880) (Rhinopristiformes:
Rhinobatidae).

Sitio de infecgéo: Branquias.

Localidade tipo: zona costeira de Chorrillos, regido de Lima, Peru (12°09'S, 77°01'W),
América do Sul.

Material depositado: 5 vouchers, MUSM 4160a-c; 3 vouchers, CHIOC 40091a-c.

Analises moleculares

O BLAST com a primeira sequéncia parcial de 18S rDNA de R. pacifica (MH724313)
indicou 92% de identidade com Hypanocotyle bullardi (MG 591251) e 91% com
Pseudohexabothrium taeniurae (AJ228791), ambos com 99% de cobertura de consulta.
A primeira sequéncia parcial de 28S rDNA de R. pacifica foi semelhante com H. bullardi
MG591249 com 90% de identidade e 100% de cobertura de consulta e MG591250 com

29



91% e 87%, respectivamente. Pseudohexabothrium taeniurae (AF382035) dentro da
mesma familia teve 84% de identidade com cobertura de consulta de 100%.

A reconstrucdo filogenética baseada no 18S rDNA recuperou dois clados: um de
Diclybothriidae spp. (Diclybothrium armatum Leuckart, 1835 e Paradiclybothrium
pacificum Bychowsky & Gusev, 1950; 100% bootstrap) ¢ Hexabothriidae spp. (P.
taeniurae, com baixo suporte; 79%, irmao do clado formado por H. bullardi e R. pacifica
(69%)) (Fig. 10). A arvore de consenso de maxima verossimilhanga baseada em um 28S
rDNA parcial mostrou dois clados: Hexabothriidae spp. e Mazocraeidae spp. O clado de
Hexabothriidae apresentou trés clados de H. appendiculatum (68% bootstrap), P.
taeniurae (100% bootstrap) e R. pacifica com H. bullardi (100% suporte estatistico) (Fig.
11).

Comentarios:

Os espécimes recém-coletados pertencem aos Hexabothriidae, conforme definido
por BOEGER e KRITSKY (1989), por terem um haptor com trés pares de complexos de
ventosas, cada um dos quais armados com grandes escleritos em forma de gancho; e por
possuir um apéndice haptoral, que possui um par de pequenas ventosas em sua
extremidade distal. E atribuido a Rhinobatonchocotyle Doran, 1953 pela morfologia da
vagina, que tem forma de X e pelo seu haptor, que € assimétrico com um apéndice armado
originario da margem do haptor (BOEGER e KRITSKY, 1989). Rhinobatonchocotyle
inclui duas espécies aceitas, que sdo parasitas braquiais de peixes rinobatideos: R.
cyclovaginatus Doran, 1953 (espécie-tipo) de Pseudobatos productus (Ayres, 1854) nos
Estados Unidos e R. pacifica Oliva & Luque, 1995 de P. planiceps (Garman, 1880) no
Chile (DORAN, 1953; OLIVA e LUQUE, 1995; POLLERSPOCK e STRAUBE, 2015).

O exame do material tipo (USNM 1377335, hol6tipo; USNM 1377336, paratipo)
de R. pacifica e a descrigdo original, nos permitiu identificar os espécimes recém
coletados neste estudo de P. planiceps (hospedeiro tipo) como R. pacifica.

Uma vagina ciclica foi usada por DORAN (1953) para diferenciar
Rhinobatonchocotyle cyclovaginatus. BOEGER e KRISTSKY (1989) reexaminaram
espécimes do tipo e notaram uma vagina em forma de X, com dutos vaginais se fundindo
e bifurcando e entrando independentemente no duto vitelino comum ao contrario da
descricdo de DORAN (1953). OLIVA e LUQUE (1995) observaram que os dutos
vaginais de R. pacifica comegam como dutos separados, que se fundem em um duto
mediano curto antes de se bifurcar antes de entrar no duto vitelino comum,
correspondendo ao relato de Doran (1953). Nossa observacdo do material tipo e do
material recém-coletado de P. planiceps revelou que os dutos vaginais ndo se fundem
antes de entrar no duto vitelino comum, mas entram independentemente de acordo com
o diagnostico corrigido de BOEGER e KRISTSKY (1989) de Rinobatonchocotyle. O
desenho da vagina de R. pacifica ¢ altamente esquematico/estilizado e ndo detalha
adequadamente os dutos vaginais. No presente trabalho, notamos que os dutos vaginais
distais comegam como tubos musculares levemente expandidos, estendendo-se como
tubos musculoglandulares altamente convolutos e estreitos, juntando-se medialmente
para formar um tubo reto, que se bifurca; enquanto que os dutos vaginais proximais sao
bem expandidos e de natureza glandular, com espessa camada muscular. A natureza
caracteristica da parede (musculoglandular) dos dutos vaginais distais de R. pacifica ¢
provavelmente convergente porque também estd presente em Branchotenthes spp. €
Mobulicola spp. (BULLARD e DIPPENAAR, 2003; PATELLA ¢ BULLARD, 2013).
Além disso, notamos a presenga de numerosas células glandulares ao redor dos dutos
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vaginais. OLIVA e LUQUE (1995) relataram os poros vaginais situados ao nivel da
abertura genital comum; no entanto, eles sdo de fato imediatamente posteriores a abertura
genital comum.

OLIVA e LUQUE (1995) observaram que o vaso deferente ¢ bifurcado,
originando dois ramos que por sua vez se unem, mas, de fato, nossas observagdes
mostraram que ele ndo ¢ bifurcado. O vaso deferente de R. pacifica ¢ um tubo altamente
sinuoso, com por¢ao proximal expandida, glandular e de paredes espessas; enquanto a da
porcao distal é estreita, glandular e de paredes finas. Esses autores interpretaram
erroneamente o ovario de R. pacifica como irregular com a extremidade posterior
recurvada como um “J” invertido. O exame do material tipo de R. pacifica e do material
recém coletado revelou que o ovario apresenta por¢ao proximal profundamente lobada e
porcao distal tubular, que compreende uma por¢do descendente altamente convoluta e
uma por¢ao ascendente curta.

Em nossos espécimes e em os espécimes tipo de R. pacifica, confirmamos a
presenca de um receptaculo seminal, papilas espiniformes na cavidade oral, estrias na
superficie dos ganchos dos escleritos haptorais, almofada muscular em forma de meia-
lua associada a cada esclerito sugador haptoral (exceto esclerito 1), um bulbo muscular
dentro de cada ventosa do apéndice, um o6tipo sem fileiras longitudinais de células
grandes (o6tipo ndo cotel¢). Também fornecemos a primeira descricdo morfoldgica
detalhada dos escleritos sugadores do haptor, ancoras do haptor e complexo genital,
acrescentando estados de carater que podem ser usados para melhor resolugdo do
Rhinobatonchocotyle.
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Figura 8. Rhinobatonchocotyle pacifica das branquias de Pseudobatos planiceps. A.
Parasito inteiro (vista ventral) com vista dorsal do haptor, mostrando células glandulares
pedunculadas unicelulares do es6fago (upg). B. Par de escleritos com ventosa haptoral 1.
C. Par de esclerito com ventosa haptoral 2. D. Par de esclerito com ventosa haptoral 3. E.
Ancoras de apéndice. F. Haptor (vista dorsal) mostrando os miisculos adutores
extrinsecos (eam), bulbo muscular (mb) do apéndice, placa oval muscular (mop)
associada ao bulbo muscular e coxim muscular (mp) associado a cada complexo da
ventosa haptoral.
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Figura 9. Rhinobatonchocotyle pacifica das branquias de Pseudobatos planiceps. A.
Sistema reprodutivo mostrando poro vaginal (vp), utero (u), vagina distal (dvag), vagina
proximal (pvag), ovario proximal (po), ovario distal (do), recepticulo seminal (sr),
glandula de Mehlis (mg), ootipo (00) e duto vitelino comum (cvd). B. Aparelho
reprodutor masculino mostrando por¢ao distal (dp) e proximal (pp) do 6rgao copulador
masculino, glandulas prostaticas (pg), por¢ao distal (dvd) e proximal (pvd) do duto
deferente e vesicula seminal (sv). C. Ovario mostrando a por¢ao descendente (dpo) e
ascendente (apo) do ovario distal. D. Extremidade anterior do corpo mostrando papilas
espiniformes sésseis. E. Filamento anterior do ovo (af), corpo do ovo (eb) e filamento
posterior (pf). F. Orgdo copulador masculino de R. cyclovaginatus Doran, 1953
(Hexabothriidae) (USNM 1346769, hol6tipo).
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Figura 10. Arvore de maxima verossimilhanga de Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva &
Luque, 1995 (Hexabothriidae) baseada na regido 18S para mostrar suas relagcdes com
outras espécies de Monogenea. Numeros (%) nos ramos indicam 5.000 réplicas de
bootstrap. Os nimeros de acesso do GenBank sdo mostrados e a barra de escala indica as
mutagoes de nucleotideos por sitio.

Figura 11. Arvore filogenética baseada na maxima verossimilhanga do gene 28S parcial
para mostrar a relacdo de Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva & Luque, 1995
(Hexabothriidae) com outras espécies de Monogenea. Numeros (%) nos ramos indicam
5.000 réplicas de bootstrap. Os numeros de acesso do GenBank sdo mostrados e a barra
de escala indica as mutagdes de nucleotideos por sitio.
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Tabela 1. Listagem das espécies de Monogenea e outgroups utilizadas nas analises
filogenéticas de Hypanocotyle bullardi e Rhinobatonchocotyle pacifica (Hexabothriidae)
utilizando seqiiéncias dos genes rDNA parcial 18S e 28S parcial.

Espécie Familia 18S rDNA 28S rDNA
Diclybothrium armatum Leuckart, 1835 Diclybothriidae KP796253

Diclybothrium armatum Leuckart, 1835 Diclybothriidae KP796254

Hexabothrium appendiculatum (Kuhn, 1829)  Hexabothriidae AF131724
Hypanocotyle bullardi Chero, Cruces, Saez, . MG591249
Camargo, Santos & Luque, 2018 Hexabothriidac  MG391251 MG591250
Kuhnia scombri (Kuhn, 1829) Mazocraeidae AF382044
Leptomazocraes orientalis Mamaev, 1975 Mazocraeidae KU872036
Mazocraeoides dussumieri Mamaev, 1975 Mazocraeidae KF306257
Paradiclybothrium pacificum Bychowsky & Diclybothriidac KP796243

Gusev, 1950

Paradiclybothrium pacificum Bychowsky & Diclybothriidac KP796244

Gusev, 1950

Paramazocraes thrissocles Tripathi, 1959 Mazocraeidae KU872039
Polystomoides oris Paul, 1938 Polystomatidae FM992698 FM992705
Pseudohexabothrium taeniurae Agrawal, .

Chisholm & Whittington, 1996 Hexabothriidae AJ228791 AF382035
Rhinobatonchocotyle pacifica Oliva & Hexabothriidae ~ MH724313  MH714464

Luque, 1995
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, uma nova espécie de monogenético, H. bullardi, ¢ descrito, bem
como um novo género proposto para acomoda-lo. Hypanocotyle se soma aos 16 géneros
atualmente reconhecidos em Hexabothriidae e difere de todos esses géneros pela
morfologia das por¢des proximal e distal do OCM (porcdo proximal em forma de tubo
levemente sinuoso e por¢ao distal em forma de funil) e pelas caracteristicas da porgao
distal dos vasos eferentes (ramos dextral e sinistral bem expandidos e entrelagados
distalmente, unindo-se medialmente antes de se conectarem aos vasos deferentes). De
acordo com PATELLA e BULLARD (2013) a natureza da parede dos vasos eferentes, a
largura proporcional dos vasos eferentes e a localizacdo relativa da unido desses dutos
pareados sdo caracteristicas morfoldgicas importantes usadas para diferenciar alguns
géneros de hexabotriideos. Por exemplo, Hypanocotyle possui os vasos eferentes
expandidos distalmente. Essa caracteristica também foi observada em membros de
Branchotenthes (BULLARD e DIPPENAAR, 2003; GLENNON et al., 2005). Os vasos
eferentes em Branchotenthes sdo relativamente longos e macigos, cada um se estendendo
em dire¢do a parte anterior do corpo, atingindo ou estendendo-se anteriormente ao nivel
do 6rgao copulador masculino, antes de se unir medialmente. Em contraste, Hypanocotyle
tem os vasos eferentes longos e entrelacados distalmente que se estendem em direcao a
parte anterior do corpo, ndo atingindo o nivel do 6rgdo copulador masculino. O presente
estudo com dados genéticos e morfologicos confirma a posi¢ao de H. bullardi dentro dos
Hexabothriidae fornecendo os primeiros dados filogenéticos, incluindo os genes parciais
18S e 28S rDNA. Esses resultados sdo extremamente limitados em comparagao com o
numero de géneros na familia.

Rhinobatonchocotyle spp. assemelham-se a Pristonchocotyle spp. incluindo duas
espécies que infectam pristideos: Pristonchocotyle intermedia Watson & Thorson, 1976
(espécie tipo) de Pristis perotteti Miiller & Henle, 1841 na Nicardgua e P. papuensis
Ogawa, 1991 de Pr. pristis (Linnaeus, 1758) na Nova Guiné (WATSON ¢ THORSON,
1976; OGAWA, 1991). Espécies de ambos os géneros possuem dutos vaginais que se
unem medialmente (em forma de X), um haptor assimétrico com os complexos de
ventosas distribuidos em uma fileira perpendicular a linha média do corpo (exceto o
complexo de ventosas 1), um ovario com lobada) e distal (ramo descendente convoluto,
ramo ascendente curto), um 6rgdo copulador masculino desarmado e ovos uterinos com
filamentos alongados (BOEGER e KRITSKY, 1989; WATSON e THORSON, 1976;
OGAWA, 1991). CHERO et al. (2018) ¢ QUITERIO-RENDON et al. (2018)
apresentaram chaves para diferenciar géneros de Hexabothriidae, em que
Rhinobatonchocotyle é separado de Pristonchocotyle pela falta de um receptaculo
seminal. O material aqui coletado e examinado revelou que R. pacifica possui um
receptaculo seminal posterior a por¢ao proximal do ovario, portanto este carater € invalido
como carater diagnostico. Rhinobatonchocotyle difere Pristonchocotyle por ter uma
porcao distal alongada do OCM, que ¢ em forma de bulbo no Pristonchocotyle. Uma vez
que R. cyclovaginatus nao possui um receptaculo seminal, mas esta presente em R.
pacifica, ¢ necessario reexaminar R. cyclovaginatus com base no material tipo e em
espécimes recém-coletados para reavaliar esse carater. Até entdo, o diagnostico genérico
de Rhinobatonchocotyle € alterado para incluir espécies com e sem receptaculo seminal.

Tantalean et al. (1998) relataram infec¢des de R. cyclovaginatus em P. planiceps
do Peru, mas ndo detalharam morfologicamente seus espécimes. Eles desenharam
algumas caracteristicas diagndsticas (escleritos, ancoras ¢ OCM) e compararam seus
espécimes com a descricdo original de R. cyclovaginatus. Eles ndo mencionaram e
aparentemente desconheciam as espécies de OLIVA e LUQUE (1995) de P. planiceps.
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Uma analise dos desenhos fornecidos por Tantalean et al. (1998) indica que eles foram
identificados erroneamente e representam R. pacifica.

Oliva e Luque (1995) mencionaram que R. pacifica difere de R. cyclovaginatus
pela extensdo dos foliculos vitelinos, que se estendem para o haptor e apéndice em R.
cyclovaginatus, mas nao o fazem em R. pacifica. O material tipo de R. cyclovaginatus
(USNM 1377335, holotipo, USNM 1377336, paratipo) indica que Doran (1953)
identificaram erroneamente o contetido dos cecos intestinais como foliculos vitelinos.
Rhinobatonchocotyle pacifica difere de R. cyclovaginatus por apresentar papilas na
cavidade oral ausentes em R. cyclovaginatus (presente estudo; baseado em materiais
tipo); auséncia de curvatura na extremidade distal da por¢ao proximal do OCM (presente
em R. cyclovaginatus) e pela auséncia de entalhe na intersecdo entre eixo e ponta das
ancoras (presente em R. cyclovaginatus).

As sequéncias de nucleotideos de rDNA 18S e 28S de R. pacifica nao haviam sido
publicadas anteriormente. Ambas as arvores recuperadas mostraram que R. pacifica
compartilha um ancestral comum recente com H. bullardi; corroborando hipdteses
filogenéticas anteriores sobre Hexabothriidae. A arvore 18S rDNA recuperou dois clados
separando as familias Diclybothriidae e Hexabothriidae com alto suporte estatistico.
Quanto a analise parcial de 28S rDNA referente a Diclybotriidea, havia apenas sequéncias
de Hexabothriidae no GenBank. Portanto, representantes de Mazocraeidea foram usados
para comparagao e suporte estatistico, embora suas relagdes estejam fora do escopo deste
estudo. A familia Hexabothriidae ¢ bem suportada com bootstrap alto incluindo as
espécies R. pacifica, H. bullardi e P. taeniurae. A espécie H. appendiculatum apresentou
baixo bootstrap provavelmente devido ao tamanho de sua sequéncia (312 bp) quando
comparada com as demais.
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CAPITULO 111

Uma nova espécie de Loimopapillosum Hargis, 1955 (Monogenea:
Monocotylidae) parasitando Hypanus dipterurus (Myliobatiformes: Dasyatidae) na
costa do Pacifico da América do Sul e suas relagdes filogenéticas®

3Artigo publicado: Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Saez, G.; Oliveira, A.G.L.; Santos, C.P.;
Luque, JL. A new species of Loimopapillosum Hargis, 1955 (Monogenea:
Monocotylidae) parasitizing Hypanus dipterurus (Myliobatiformes: Dasyatidae) off the
Pacific coast of South America, and its phylogenetic relationships. Journal of
Helminthology, v. 95, p. €37, 1-9, 2021, doi: 10.1017/S0022149X21000262 (ANEXO
III).
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1. INTRODUCAO

Myliobatiformes, comumente conhecido como arraias, ¢ uma ordem monofilética que
compreende mais de 221 espécies (29 géneros em 10 familias) com distribui¢do mundial
(DUNN et al., 2003; NELSON, 2006). Diversas espécies de arraias sdo utilizadas para
consumo e outras, principalmente os potamotrigonideos, sdo muito apreciadas pelos
aquaristas. Apesar de sua grande diversidade e importancia economica, menos de 29%
das espécies de arraias foram estudadas para procurar seus monogenéticos parasitos
(CHERO et al., 2016; KOHN et al., 2016; LOPES et al., 2016; MERLO-SERNA e
GARCIA-PRIETO, 2016; MENDOZA-GARFIAS et al., 2017; CHERO et al., 2018a, b,
2020; POLLERSPOCK e STRAUBE, 2021).

A fauna global de monogeneticos infectando arraias € notavelmente diversa e inclui
147 espécies pertencentes a 33 géneros em seis familias: Acanthocotylidae Monticelli,
1903 (1 sp.), Capsalidae Baird, 1853 (23 spp.), Hexabothriidae Price, 1942 (9 spp.),
Loimoidae Price, 1936 (1 sp.), Monocotylidae Taschenberg, 1879 (111 spp.) e
Udonellidae Taschenberg, 1879 (2 spp.) (KRITSKY e CHISHOLM, 2020; CHISHOLM
e KRITSKY, 2020; POLLERSPOCK e STRAUBE, 2021). Mais da metade desses
géneros (19) e cerca de 91 espécies sdo parasitos de dasidtides, o grupo mais diverso
dentro dos Myliobatiformes (LAST et al., 2016). O monocotilideo Monocotyle ijimae
Goto (1894) foi a primeira espécie monogenética descrita a partir de um hospedeiro
dasiatideo e foi encontrado na boca de Dasyatis pastinaca (Linnaeus, 1758) no Japao.
Trinta e cinco espécies de monogenéticos foram descritas de dasiatides nas tltimas duas
décadas e quatro novos géneros foram propostos: Hypanocotyle Chero, Cruces, Saez,
Camargo, Santos & Luque, 2018; Listrocephalos Bullard, Payne & Braswell, 2004;
Peruanocotyle Chero, Cruces, Saez & Luque, 2018 e Septesinus Chisholm, 2013 (CAO
et al.,, 2010; VAUGHAN e CHISHOLM, 2010; CHISHOLM e WHITTINGTON, 2012;
SANTOS et al., 2012; CHISHOLM, 2013; CHERO et al. , 2016; CHERO et al., 2018a,
b, 2020; KITAMURA e OGAWA, 2019).

Loimoidae Price, 1936 inclui trés géneros aceitos com espécies que infectam
elasmobranquios marinhos: Loimopapillosum Hargis, 1955 (uma espécie descrita de
dasiatideos no Oceano Atlantico); Loimos MacCallum, 1917 (5 espécies de carcarinideos
nos oceanos Atlantico e Pacifico) e Loimosina Manter, 1944 (2 espécies descritas de
esfirrnideos na América Central e uma espécie no Brasil) (KOHN et al., 2016; LOPEZ et
al., 2016; MENDOZA-GARFIAS et al., 2017; POLLERSPOCK e STRAUBE, 2021).
BOEGER e KRITSKY (2001) forneceram uma analise filogenética dos monogenéticos
no nivel de familia baseado na andlise cladistica e Loimoidae ¢ Monocotylidae foram
agrupados como taxons irmaos dentro da ordem Monocotylidea. Essa hipotese também
foi considerada por CHISHOLM et al. (1995), que usaram Loimoidae como grupo
externo em sua andlise cladistica de relacionamentos dentro dos Monocotylidae.
BOEGER et al. (2014) avaliaram a posi¢ao filogenética de Loimoidae dentro dos
monogenéticos com base em andlises de sequéncias parciais de 18S e 28S rDNA de
Loimosina sp. Eles ndo encontraram suporte filogenético para a familia e sugeriram que
Loimoidae representa um tdxon subordinado dentro dos Monocotylidae.

Durante um levantamento parasitologico de peixes marinhos peruanos realizado de
julho de 2018 a novembro de 2019, varios espécimes de monogenéticos foram
encontrados nos filamentos branquiais da arraia diamante Hypanus dipterurus (Jordan &
Gilbert, 1880) de Puerto Pizarro, norte do Peru. O exame morfologico detalhado revelou
que os parasitos representam uma nova espécie de Loimopapillosum, que ¢ descrita com
base em andlises morfologicas e moleculares. Adicionalmente, sequéncias de
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nucleotideos (28S e 18S rDNA) obtidas da nova espécie foram utilizadas para avaliar sua
posi¢do filogenética. )
2. MATERIAL E METODOS

Coleta de espécimes e andlise morfoldgica

As arraias foram coletadas durante julho de 2018 e novembro de 2019 na zona costeira
de Puerto Pizarro, Tumbes, Peru (3°29'S, 80°24'W), usando tarrafas e redes de pesca
artesanal. Os peixes foram sacrificados imediatamente apoOs a captura e dissecados. As
branquias foram retiradas e colocadas em placas de Petri com agua do mar e examinadas
para procurar monogenéticos com o auxilio de um estereomicroscopio. Monogenéticos
foram coletados vivos, lavados em 4gua do mar, fixados em formalina quente a 4%. Em
seguida, foram corados com carmim, clarificados em eugenol (6leo de cravo) e montados
em balsamo do Canada. Outros espécimes foram montados diretamente em meio Gray e
Wess para estudo de estruturas esclerotizadas (HUMASON, 1979). Os desenhos foram
feitos com o auxilio de um microscopio Olympus BX53 (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan) equipado com um tubo de desenho e redesenhados no programa CorelDraw
Graphics Suite 2018. As medidas foram feitas em micrometros, exceto quando indicado,
e representam distancias em linha reta entre os pontos extremos e sao expressas como a
amplitude seguida da média e o niamero (n) de individuos medidas em parénteses; o
comprimento do corpo inclui o haptor. Os nomes cientificos, incluindo autoridades
taxondmicas e datas, para peixes seguem ESCHMEYER et al. (2018). Nomenclatura e
classificagdo de Myliobatiformes, Dasyatidae e Hypanus spp. segue LAST et al. (2016).
Os termos anatomicos para monocotilideos seguem CHISHOLM et al. (1995), KRITSKY
et al. (2017) e PODDUBNAYA et al. (2018). A prevaléncia e a intensidade média da
infeccao foram calculadas de acordo com BUSH et al. (1997).

Os espécimes-tipo foram depositados na Colecdo Helmintoldgica do Museu de
Historia Natural da Universidade San Marcos (MUSM), Lima, Peru. Foram examinados
espécimes de Loimopapillosum dasyatis Hargis, 1955 (USNM 1338744, holotipo e
paratipos) depositados na Cole¢do Helmintolégica do Museu Nacional de Historia
Natural, Instituto Smithsonian (USNM), EUA. Imagens em alta resolucdo da extremidade
anterior de Loimosina parawilsoni Bravo-Hollis, 1970 (CNHE 153, holétipo) e da
extremidade anterior e haptor de Loimos winteri Caballero & Bravo-Hollis, 1961 (CNHE
86, holotipo) da Colegdo Nacional de Helmintos, Instituto de Biologia, Universidade
Nacional Auténoma do México (CNHE), México disponivel em http://unibio.unam.mx
também foram examinados.

Extracdo de DNA, amplificagéo por PCR e sequenciamento de DNA

Dois monogenéticos foram fixados diretamente em etanol absoluto para as analises
moleculares. O DNA gendmico foi isolado utilizando o kit de extracdo QIAamp DNA
Mini Kit (QUIAGEN™, Hilden, Germany), de acordo com as instru¢des do fabricante.
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para a amplificagdo parcial do gene
28S rDNA, usando os iniciadores C1 (5§ ' -ACCCG CTGAA TTTAA GCAT-3 ") e D2 (5
"-TGGTC CGTGT TTCAA GAC-3 ") (de acordo com CHISHOLM et al. 2001). Para a
regido parcial do 18S rDNA, os iniciadores usados foram L7 (5 *-TGATT TGTCT
GGTTT ATTCC GAT- 3’) e IRS (5 -TACGG AAACC TTGTT ACGAC- 3°)
(Sinnappah et al. 2001). Os ensaios da PCR foram realizados em um volume total de 15
ul contendo 7,5 ul de 2 x GoTaq® Colorless Master Mix (Promega), 1,5 pl de cada
iniciador com uma concentragdo final de 0,5 uM, 2,5 ul de amostra de cDNA e dgua
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ultrapura para completar, usando parametros de ciclagem conforme descrito
anteriormente por esses autores. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese
em agarose 1,5% em gel de agarose 1,5% em Tris-borato EDTA, corados com
SyberGreen (Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) e fotografados sob transiluminacido UV.
Os produtos da PCR amplificados foram purificados com ExoSap-IT (USB® Products
Affymetrix Inc., Cleveland, Ohio, EUA). As rea¢des de sequenciamento do ciclo de DNA
foram realizadas usando BigDye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) e o sequenciamento automatico foi feito usando a Plataforma de Sequenciamento
da Fundacao Oswaldo Cruz-PDTIS / FIOCRUZ no Brasil. As sequéncias foram geradas,
editadas e alinhadas usando o software MEGA versao 7.0 (KUMAR et al., 2016). As
sequéncias foram comparadas com outras disponiveis no banco de dados do GenBank
usando o programa BLAST do servidor National Center for Biotechnology Information
(NCB]I) (http: //www.ncbi. NIm.nih.gov/BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).

Analises moleculares

As sequéncias foram alinhadas com Clustal W em MEGA 7.0 (Thompson et al.
1994). O melhor modelo encontrado por JModelTest2 (POSADA e CRANDALL, 1998)
selecionado com o critério de informagao corrigido, foi GTR + [ + G para 28S ¢ K80 + G
para 18S. O melhor modelo foi implementado em MrBayes 3.2.7a (RONQUIST et al.,
2011) para analise de Inferéncia Bayesiana (BI). Para a analise de BI foi realizada analise
de Monte Carlo de cadeia de Markov acoplada a Metropolis, realizada com quatro cadeias
e 5.000.000 geragdes e amostrada a cada 1.000 geracdes. As probabilidades do clado
posterior foram utilizadas para avaliar o suporte nodal. A topologia da arvore representada
nas arvores de consenso de regra da maioria de 50%. O software utilizado foi
implementado no CIPRES Science Gateway V. 3.3 (http://www.phylo.org/) (MILLER et
al., 2010). As sequéncias do GenBank que foram usadas para a analise filogenética estdo
listadas na Tabela 2, bem como sequéncias para os grupos externos.
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Tabela 2. Lista das espécies de Monogenea e grupos externos usados nas analises
filogenéticas de Loimopapillosum pascuali (Loimoinae) usando sequéncias dos genes

parciais 28S e 18S rDNA.

Espécie de parasito Espécie de hospedeiro Localidade 28S rDNA 18S rDNA
CAPSALIDAE

Encotyllabe chironemi Robinson, 1961 Chironemus marmoratus ~ Coffs Harbour, Australia AJ228780
MICROBOTHRIINAE

Leptocotyle minor (Monticelli, 1888) Scyliorhinus canicula United Kingdom AF382063
MONOCOTYLIDAE

Calicotylinae

Calicotyle affinis Scott, 1911 Chimaera monstrosa Deep sea, Atlantic Ocean AJ228777
&?ﬁ?ﬁiﬁgﬁfgaﬂﬁigﬁl (())gawa’ Shimizu, Rurashima, - ¢ 7¢ mitsulurii Pacific Ocean, off Japan AB485996

Calicotyle kroyeri Diesing, 1850 Raja radiata North Sea AF279746

Calicotyle palombi Euzet & Williams, 1960 Mustelus mustelus Tunisia, Mediterranean Sea AF279749

Calicotyle urolophi Chisholm, Beverley-Burton & Last, 1991 Urolophus cruciatus Tasmania, Australia AF279752

Dictyocotyle coeliaca Nybelin, 1941 Raja radiata North Sea AF279754 AJ228778
Decacotylinae

Decacotyle lymmae Young, 1967 Aetobatus narinari Heron Island, Australia AF348359

Decacotyle tetrakordyle Chisholm & Whittington, 1998 Pastinachus sephen Heron Island, Australia AF348358

Heterocotylinae

Heterocotyle capricornensis Chisholm & Whittington, 1996 Pateobatis fai Heron Island, Australia AF348360

Neoheterocotyle rhinobatidis (Young, 1967) Chisholm, 1994 Glaucostegus typus Heron Island, Australia AF348361

Neqhgterocotyle rhinobatis (Pillai & Pillai, 1976) Chisholm & Rhynchobatus djiddensis ~ Heron Island, Australia AF348362

Whittington, 1997

Neoheterocotyle rhynchobatis (Tripathi, 1959) Chisholm, 1994  Glaucostegus typus Heron Island, Australia AF348363

Troglocephalus rhinobatidis Y oung, 1967 Glaucostegus typus Heron Island, Australia AF348364 AJ228795
Loimoinae

Loimosina sp. Sphyrna sp. Atlantic Ocean, off Brazil KF908848 KF908849
Loimopapillosum pascuali n. sp. Hypanus dipterurus Pacific Ocean, off Peru mégg;;}i ﬁ%gg;;}é
Merizocotylinae

Empruthotrema dasyatidis Whittington & Kearn, 1992 Orectolobus maculatus Heron Island, Australia AF348345

Empruthotrema quindecima Chisholm & Whittington, 1999 Taeniura lymma Heron Island, Australia AF348346

Merizocotyle australensis (Beverley-Burton & Williams, 1989)  Pateobatis fai Heron Island, Australia AF348348

Merizocotyle urolophi Chisholm & Whittington, 1999 Urolophus bucculentus Tasmania, Australia AF348347

Monocotylinae

Clemacotyle australis Young, 1967 Aetobatus narinari Heron Island, Australia AF348350
Dendromonocotyle ardea Chisholm & Whittington, 1995 Pastinachus sephen Heron Island, Australia AF348351
Dendromonocotyle octodiscus Hargis, 1955 Hypanus americana Gulf of Mexico, Mexico AF348352

Monocotyle corali Chisholm, 1998 Pastinachus sephen Heron Island, Australia AF348353

Monocotyle multiparous Measures, Beverley-Burton & Pateobatis fai Heron Island, Australia AF348356

Williams, 1990

42



3. RESULTADOS

Ordem Monocotylidea Lebedev, 1988
Familia Monocotylidae Taschenberg, 1879
Subfamilia Loimoinae Price, 1936

Loimopapillosum pascuali Chero, Cruces, Séez, Oliveira, Santos & Luque, 2021
(Figuras 12A-F, 13A e 14A)

Descrigcéo: Baseado em 25 espécimes adultos. Corpo alongado, fusiforme, 2,16-3,41
(2,70; n = 15) mm de comprimento, 0,32-0,44 (0,35; n = 14) mm de largura ao nivel do
testiculo; ligeiramente contraido ao nivel da faringe (Figura 12A). Tegumento liso.
Pedunculo ligeiramente de largura, alongado. Haptor diferenciado do corpo propriamente
dito, 264-380 (311; n = 12) em didmetro, amplamente elipsoide, concavo-convexo, ndo
dividido, com forte anel muscular, armado com duas ancoras e 14 ganchos semelhantes
em papilas digitiformes musculares; membrana marginal presente. Ancora 30-31 (30,5;
n = 4) de comprimento, raizes longas, raizes profundas e superficiais distintas; raiz
profunda curta, espatulada distalmente, contraida na base; raiz superficial arredondada,
espessa, com saliéncias distais; lamina ligeiramente curva e ponta recurvada; ponta
atingindo o nivel da ponta da raiz superficial (Figura 12B). Ganchos 9-11 (10; n = 7) de
comprimento, cada um com ponta curta e curva, polegar protuberante e lamina uniforme;
Laco do gancho filamentoso (FH) estendendo-se até proximo ao nivel da extremidade
proximal da lamina (Figura 12C). Regido cefalica ligeiramente larga; com 4 pares de
orgios cefalicos (Figuras 12A e 13A); glandulas cefalicas posterolaterais a faringe.
Manchas oculares ausentes. Boca ventral, subterminal, posterior aos 6rgaos cefalicos.
Faringe muscular, piriforme, 102—125 (113; n = 11) de comprimento, 92—120 (100; n =
11) na maior largura, compreendendo a parte anterior curta e a parte posterior longa com
7-8 pacotes musculares transversais. Esofago curto. Bifurcacdo intestinal anterior a
abertura genital comum; cecos intestinais ndo ramificados, nao confluentes
posteriormente, estendendo-se até a extremidade posterior do corpo propriamente dito.
Poro genital comum desarmado. Testiculo oval, 284-362 (332; n = 6) de comprimento,
102-141 (128; n = 6) de largura, limitado ao campo intercaecal, bem separado da
extremidade posterior do corpo. O vaso deferente ¢ ligeiramente sinuoso, corre
anteriormente dorsal ao duto vitelino transverso esquerdo, circulando sobre o bulbo
ejaculatdrio, expandindo-se como uma vesicula seminal e entrando no bulbo ejaculatério.
Bulbo ejaculatério muscular, pequeno, subesférico, 32—37 (34; n = 6) de comprimento,
24-29 (26; n = 6) de largura. Orgdo copulador masculino 39-55 (48; n = 12) de
comprimento, esclerotizado, em forma de funil com base assimétrica (Figuras 12D e
14A). Peca acessoria ausente. Ovdario pretesticular, alongado, envolvendo
dorsoventralmente o ceco intestinal direito (Figura 12E), 299-345 (323; n = 6) de
comprimento, 128-201 (174; n = 6) de largura. Glandulas de Mehlis e o6tipo ndo
observadas. Poro vaginal desarmado, abrindo-se ventralmente no lado direito. Vagina
fracamente esclerotizada, em forma de clube, ligeiramente obliqua, anterior ao ovario;
por¢ao proximal da vagina conectada ao receptaculo seminal por um duto estreito (Figura
12E); receptaculo seminal 49-58 (54; n = 3) de comprimento, 43-49 (46; n = 3) de
largura. Foliculos vitelinos densos, ausentes nas regides dos o6rgaos reprodutivos (Figura
12E). Ovo oval (Figura 12F), 98-149 (134; n = 4) de comprimento, 86—117 (104; n = 4)
de largura; filamento terminal Unico, curto, 3045 (38; n = 2) de comprimento, com
pequeno botdo na extremidade distal.
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Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Hypanus dipterurus (Jordan et Gilbert) (Myliobatiformes: Dasyatidae),
arraia diamante.

Sitio de infec¢do: Branquia.

Localidade tipo: Puerto Pizarro, Regido de Tumbes, Peru (3°29'S, 80°24'W).
Prevaléncia: 2 de 3 hospedeiros infectados (67%) com um total de 52 vermes.
Intensidade média de infec¢éo: 26 monogenéticos por hospedeiro infectado (intervalo
25-27).

Amostras depositadas: Holotype, MUSM 4660; 24 paratipos, MUSM 4661a-x.
Sequéncias de DNA representativas: As sequéncias foram depositadas no GenBank sob
os numeros de acesso MZ367711 e MZ367712 para o rDNA 18S parcial com 489 pb e
MZ367713 e MZ367714 para o rDNA 28S parcial com 914 pb.

Etimologia: A nova espécie leva o nome em homenagem a Pascual Chero Sullon, pai do
primeiro autor.

Comentarios:

Os espécimes coletados pertencem ao género Loimopapillosum por seu haptor, que ¢
um disco concavo-convexo, indiviso, armado com duas ancoras e 14 ganchos localizados
em papilas digitiformes (Hargis, 1955). Loimopapillosum pascuali pode ser facilmente
distinguido de L. dasyatis Hargis, 1955, principalmente pelo 6rgdo copulador masculino,
que ¢ em forma de funil com uma base assimétrica (em forma de retorta em L. dasyatis)
(Figura 14). Além disso, L. pascuali difere de L. dasyatis pela posi¢do do OCM, que ¢
posterior ao inicio dos foliculos vitelinos (ao nivel dos foliculos vitelinos em L. dasyatis).
A nova espécie também difere de L. dasyatis por ter a raiz superficial da dncora com
saliéncias distais, a raiz profunda da ancora com uma constri¢do em sua base, um unico
testiculo (dois testiculos em L. dasyatis) e pelo nimero de o6rgdos cefalicos (4 em L.
pascuali vs 5 em L. dasyatis) (Figura 13). Loimopapillosum pascuali ¢ a segunda espécie
descrita no género e representa o primeiro registro de uma espécie de Loimopapillosum
em aguas Sul-Americanas.

Caracterizacéo genetica

Para a primeira sequéncia parcial do gene 18S rDNA de L. pascuali, os resultados do
BLAST indicaram 95% de identidade com Troglocephalus rhinobatidis (AJ228795);
Loimosina sp. (KF908849) com 95% de identidade; e Dictyocotyle coeliaca (AJ228778)
com 92% de identidade. Para a primeira sequéncia parcial do gene 28S rDNA, as
sequéncias mais semelhantes incluiram aquelas de Decacotyle lymmae (AF348359) com
uma identidade de 86% e Heterocotyle capricornensis (AF348360) com 85% de
identidade.

Analises filogenéticas de Monocotylidae

As arvores de inferéncia bayesiana baseadas nas sequéncias parciais dos genes 28S e
18S rDNA mostram que Loimoidae (representado neste estudo por L. pascuali e
Loimosina sp.) estd incluido em Monocotylidae Taschenberg, 1879 (Figuras 15 e 16).
Portanto, propomos o restabelecimento de Loimoinae como uma subfamilia de
Monocotylidae.
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A arvore filogenética baseada na sequéncia parcial 28S rDNA mostra dois clados
principais (Figura 4). O primeiro clado, com um bom suporte estatistico (0,97), continha
espécies de Calicotylinae e Merizocotylinae. Calicotylinae, representado por quatro
espécies de Calicotyle que infectam Carchariniformes, Miliobatiformes e Rajiformes, C.
urolophi e C. kroyeri, C. japonica ¢ C. palombi, juntamente com Dictyocotyle coeliaca,
apareceu como o clado irmdo de Merizocotylinae, representado por Empruthotrema
dasyatidae e Empruthotrema quindecima, juntamente com Merizocotyle urolophi e
Merizocotyle australensis, mostraram um bom suporte estatistico (1). O segundo clado,
com suporte estatistico 1, € politdbmico e compreende quatro subfamilias (Loimoinae,
Heterocotylinae, Decacotylinae e Monocotylinae) com nove géneros divididos em dois
subclados principais com forte suporte estatistico (0,98 e 1, respectivamente). O primeiro
subclado continha L. pascuali (Loimoinae) e H. capricornensis (Heterocotylinae), ambos
parasitas branquiais de dasiatides, juntamente com Decacotyle lymmae e Decacotyle
tetrakordyle (Decacotylinae), ambos ocorrendo em arraias (aetobatideos na primeira
espécie e dasiatideos na ultima). Membros de Decacotylinae formam um grupo
monofilético bem suportado, mas Heterocotylinae e Loimoinae aparecem como grupo
ndo monofilético. E interessante notar o baixo suporte estatistico (0,58) entre essas
subfamilias. Outro clado de Heterocotylinae representado por espécies que infectam
Rhinopristiformes (Glaucostegidae e Rhinidae), ou seja, trés espécies de Neoheterocotyle
e Troglocephalus rhinobatidis, e Loimoinae com Loimosina sp. ocorrendo em um
tubarao-martelo (Sphyrnidae), apresentou um forte suporte estatistico (1). O ultimo
subclado continha membros do Monocotylinae infectando arraias da ordem
Myliobatiformes representadas por duas espécies de Dendromonocotyle,
Dendromonocotyle octodiscus e Dendromonocotyle ardea agrupando-se com
Clemacotyle australis, e duas espécies de Monocotyle, Monocotyle corali € Monocotyle
multiparous, formando um grupo monofilético bem suportado.

A reconstrugdo filogenética baseada na sequéncia parcial do gene 18S rDNA mostra
que nossas sequéncias de consenso de L. pascuali estd agrupado com Loimosina sp.
formando um clado da subfamilia Loimoinae (Figura 5). Este clado ¢ o grupo irmao de
Troglocephalus rhinobatidis, um membro da subfamilia Heterocotylinae. Um segundo
clado bem suportado ¢ formado pelas espécies Calicotylinae, representadas por Calicotyle
affinis e Dictyocotyle coeliaca.
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Figura 12. Loimopapillosum pascuali das branquias de Hypanus dipterurus, holotype.
A. Espécime (vista ventral). B. Ancora. C. Gancho. D. Orgio copulador masculino. E.
Sistema reprodutivo. F. Ovo. ABREVIATURAS: eb, bulbo ejaculatério; ocm, orgao
copulador masculino; ov, ovario; sr, receptaculo seminal; sv, vesicula seminal; tvd, duto
vitelino transverso; te, testiculo; va, vagina; vd, vaso deferente.
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Figura 13. Morfologia dos 6rgios cefalicos. A. Orgdos cefalicos de L. pascuali. B.
Orgaos cefalicos de L. dasyatis Hargis, 1955.

Figura 14. Morfologia do 6rgdo copulador masculino (OCM). A. OCM de L. pascuali.
B. OCM de L. dasyatis Hargis, 1955.
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Figura 15. Arvore filogenética baseada na regido 28S para Loimopapillosum pascuali
(Monocotylidae: Loimoinae) inferida por inferéncia Bayesiana (BI) para mostrar suas
relagdes com outras espécies de Monocotylidae. Os nlimeros ao longo dos ramos
indicam os valores de bootstrap obtidos a partir da probabilidade posterior de BI. Os
numeros de acesso do GenBank sdo mostrados e a barra de escala indica as mutagdes de
nucleotideos por local.

Figura 16. Arvore filogenética baseada na regido 18S para Loimopapillosum pascuali
(Monocotylidae: Loimoinae) inferida por inferéncia Bayesiana (BI) para mostrar suas
relagdes com outras espécies de Monocotylidae. Os numeros ao longo dos ramos indicam
os valores de bootstrap obtidos a partir da probabilidade posterior de BI. Os nimeros de
acesso do GenBank sao mostrados e a barra de escala indica as mutagdes de nucleotideos
por local.
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4. DISCUSSAO

Historicamente, representantes de Loimoinae Price, 1936 foram incluidos em
Monocotylidae, ordem Capsaloidea Price, 1936. BYCHOWSKY (1957) elevou
Loimoinae ao nivel de familia e foi incluido em Dactylogyridea Bychowsky, 1937.
LEBEDEV (1988) reconheceu o status da familia, mas foi transferido para os
Monocotylidea Lebedev, 1988. De acordo com BYCHOWSKY (1957), Loimoidae inclui
dois géneros, Loimos e Loimosina, que sdo caracterizados por terem fossetas cefélicas,
um haptor sem septos, com ou sem costelas dorsais esclerotizadas semicirculares e um
ovario lobulado sem envolver o ceco intestinal direito. HARGIS (1955) propds um
terceiro género, Loimopapillosum, para acomodar L. dasyatis das branquias de Hypanus
americanus (Hildebrand & Schroeder, 1928) (tipo hospedeiro) e Hypanus say (Lesueur,
1817) em Alligator Harbor, Florida (Estados Unidos) e emendou o diagnostico da familia.
Esta espécie ¢ caracterizada, além de outras caracteristicas, por possuir um ovario que
envolve o ceco intestinal direito (também observado na nova espécie aqui descrita),
carater considerado apomorfico entre os Monocotylidae (CHISHOLM et al. 1995),
sugerindo uma relagdo filogenética com os monocotilideos.

Duas espécies de Monocotylidae foram descritas tendo um ovario com as mesmas
caracteristicas de Loimos e Loimosina (sem envolver o ceco intestinal direito):
Mehracotyle insolita Neifar, Euzet & Ben Hassine, 2002, um membro de
Dasybatotreminae, das branquias de Glaucostegus cemiculus (Geoffroy Saint-Hilaire,
1817) (Glaucostegidae) na Tunisia e Anoplocotyloides papillatus (Doran, 1953) Young,
1967, também membro de Dasybatotreminae infectando as branquias de peixes da familia
Rhinobatidae (DORAN, 1953; BRAVO-HOLLIS, 1969; NEIFAR et al . 2002), exibindo
uma relacao filogenética com as espécies de Loimos € Loimosina. Essa relagdo também ¢
suportada pela presenca de fossetas cefalicas em M. insolita e A. papillatus e as espécies
acima mencionadas (BOEGER et al. 2014).

A posicao filogenética dos Loimoidae foi avaliada por BOEGER et al. (2014) usando
dados moleculares, mas apenas uma unica espécie, Loimosina sp., um monogenético de
um tubardo-martelo na regido Neotropical, foi incluida nesta analise. Como resultado,
eles descobriram que Loimoidae (representado por Loimosina sp.) caiu dentro de um
clado monocotilideo principal, incluindo espécies de Heterocotylinae, Decacotylinae e
Monocotylinae, sugerindo que Loimoidae representa um taxon subordinado de
Monocotylidae. Em suas analises filogenéticas, eles descobriram que Loimosina sp.
formou um clado terminal com Troglocephalus rhinobatidis e Neoheterocotyle
rhinobatis.

No presente trabalho, nossas sequéncias parciais do gene 28S rDNA de L. pascuali
da regido Neotropical estdo agrupados em um clado com H. capricornensis, um membro
de Heterocotylinae, da regido australiana. Essas duas espécies sao parasitos das branquias
de arraias do ordem Myliobatiformes (Dasyatidae) e compartilham algumas
caracteristicas morfoldgicas, por exemplo, um ovario que envolve o ceco intestinal
direito, presen¢a de 6rgaos cefalicos e ancoras pequenas com as raizes profundas maiores
e mais estreitas do que as raizes superficiais. Este clado (L. pascuali + H. capricornensis)
junto com D. lymmae e D. tetrakordyle representa o grupo irmao de um clado contendo
quatro espécies de Heterocotylinae da regido australiana (trés espécies de
Neoheterocotyle e T. rhinobatidis que infectam Rhinopristiformes, junto com Loimosina
sp. (Loimoinae). Aparentemente, os Heterocotylinae (aqui representados por H.
capricornenesis, tré€s espécies de Neoheterocotyle e T. rhinobatidis) e os Loimoinae (aqui
representados por Loimosina e L. pascuali) sdo grupos ndo monofiléticos, indicando que
as relagdes ainda sao amplamente mal compreendidas nessas duas subfamilias.
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Aparentemente, Loimosina sp. € L. pascuali (ambos em Loimoinae) ndo sdao espécies
filogeneticamente relacionadas. embora seja verdade que ambas espécies exibem uma
grande semelhanga morfologica, existem diferengas morfologicas marcantes entre as
espécies de ambos géneros que poderiam apoiar esta hipotese, por exemplo, as espécies
de Loimopapillosum tém um ovario que envolve o ceco intestinal direito (em oposigdo a
um ovario intercaecal em Loimosina spp.), um ovario compacto (em oposi¢ao a um ovario
lobulado em espécies de Loimosina), um testiculo ndo lobulado (em oposi¢do a um
testiculo lobulado em Loimosina spp.) e 6rgaos cefalicos (em oposi¢ao a fossas cefalicas
em Loimosina spp.).

Por outro lado, nossas sequéncias do gene 18S rDNA da nova espécie sdo agrupadas
com Loimosina sp. (KF908849) formando um clado da subfamilia Loimoinae. No
entanto, esse resultado pode ser devido ao baixo numero de sequéncias utilizadas na
analise filogenética. Provavelmente, adicionando mais sequéncias de espécies de
monocotilideos, principalmente de espécies das familias Heterocotylinae e
Decacotylinae, a relagdo filogenética entre Loimosina sp. € L. pascuali pode ser melhor
resolvida.

Finalmente, nossos resultados com base nas sequéncias parciais dos genes 28S e 18S
rDNA confirmam a rejei¢do de Loimoidae Price, 1936 (representado neste estudo por L.
pascuali e Loimosina sp.) € sua reincorporacdo como uma subfamilia de Monocotylidae
como foi sugerido anteriormente (BOEGER et al. 2014). Infelizmente, ndo ha dados
genéticos disponiveis de espécie de Loimos para testar sua relacao filogenética com
Loimosina sp. e L. pascuali.

Loimopapillosum agora inclui duas espécies que parasitam arraias marinhas: L.
dasyatis, a espécie-tipo descrita a partir das branquias de dois hospedeiros diferentes, H.
americanus (hospedeiro-tipo) e H. say no Golfo de México (EEUU). Loimopapillosum
pascuali com um OCM em forma de funil com base assimétrica ¢ a primeira espécie a
ser descrita do Oceano Pacifico. Portanto, L. dasyatis pode ser facilmente diferenciado de
L. pascuali ndo apenas por caracteres morfoldgicos, mas também pela distribui¢do
geografica de seus hospedeiros. Hypanus dipterurus, hospedeiro de L. pascuali ¢é
tipicamente uma espécie subtropical com uma distribui¢do restrita ao Pacifico Oriental
(do sul da Califérnia, EUA ao Peru), enquanto H. americanus ¢ H. say, hospedeiros de L.
dasyatis, sdo endémicos do Atlantico Ocidental (DUNN et al., 2003; NELSON, 2006;
LAST et al.,, 2016). Infelizmente, dados moleculares para L. dasyatis nao estao
disponiveis no GenBank, o que poderia nos ajudar a elucidar as relagdes filogenéticas
entre esses dois tdxons.

Quarenta e duas espécies de monogenéticos foram relatadas infectando peixes
cartilaginosos marinhos da América do Sul (SANTOS et al., 2012; IRIGOITIA et al.,
2014; IRIGOITIA et al., 2016; LUQUE et al., 2016; KOHN et al., 2016; CHERO et al.,
2018a, b; IRIGOITIA et al., 2019; NACARI et al., 2018; CHERO et al., 2019; NACARI
et al., 2019; CHERO et al., 2020; NACARI et el., 2020). Destas, 24 espécies pertencem
aos Monocotylidae e apenas trés espécies pertencem aos Loimoinae: Loimos scitulus
Burhnheim, 1972 de Rhizoprionodon terraenovae (Richardson, 1836) no Brasil; L.
scoliodoni (Manter, 1938) de Mustelus dorsalis Gill, 1864 no Peru; e Loimosina sp. de
um tubardo-martelo no Brasil. Loimopapillosum pascuali é adicionado as 42 espécies
previamente conhecidas que infectam condrictes marinhos da América do Sul e
representa a segunda espécie de Loimoinae que infecta condrictes do Peru.
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CAPITULO IV

Diplectanideos (Monogenea: diplectanidae) parasitos de peixes cienideos
marinhos (Perciformes: Sciaenidae) na América do Sul, com a proposta de um
novo género e descrigéo de oito novas espécies?

*Artigos publicados: Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Saez, G.; Luque, J.L. First data on the
parasites of the Pacific kingcroaker Menticirrhus elongatus (Perciformes: Sciaenidae):
Description of a new species of Rhamnocercoides (Dactylogyridea: Diplectanidae). Acta
Parasitologica, v. 66, pp. 1246—1250, 2021, doi: 10.1007/s11686-021-00388-2 (ANEXO
V).

Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Séez, G.; Luque, J.L. First data on the parasites of the Pacific
kingcroaker Menticirrhus elongatus (Perciformes: Sciaenidae): Description of a new
species of Rhamnocercoides (Dactylogyridea: Diplectanidae). Acta Parasitologica, v.
66, pp. 12461250, 2021, doi: 10.1007/s11686-021-00388-2 (ANEXO 1V).

Chero, J.D.; Cruces, C.L.; Séez, G.; Luque, J.L. Six new species of Rhamnocercus
Monaco, Wood & Mizelle, 1954 (Monogenea: Diplectanidae) infecting the gills from
South American sciaenid fishes. Systematic Parasitology, v. 99, pp. 571-585, 2022, doi:
10.1007/s11230-022-10047-3 (ANEXO IV).
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1. INTRODUCAO

Os Sciaenidae (Perciformes: Sciaenidae) sdo principalmente peixes marinhos e
representam um importante recurso pesqueiro em todo o mundo (NELSON, 2006;
SANTOS et al., 2013). Eles sdo conhecidos por hospedar espécies de diplectanideos
(Monogenea: Diplectanidae) do género Anoplectanum Boeger, Fehlauer & Marques,
2006, Diplectanum Diesing, 1858, Murraytrema Price, 1937, Rhamnocercoides Luque &
[annacone, 1991, Rhamnocercus Monaco, Wood & Mizelle, 1954, e Spinomatrix Boeger,
Fehlauer & Marques, 2006 (DOMINGUES e BOEGER, 2008).

Rhamnocercus ¢ um género altamente especifico para peixes cienideos marinhos e
caracteriza-se por apresentar espinhos pedunculares (dorsal e ventral) com raiz anterior
varias vezes mais curta que a posterior, uma barra ventral com projecao posteromedial, 3
ou 6 espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra ventral, ¢ um 6rgdo copulatorio
masculino (OCM) com tubo interno colapsado contra o tubo externo (DOMINGUES e
BOEGERGER, 2006). Este género atualmente esta composto por 6 espécies aceitas, com
a maioria descrita de cienideos do Oceano Pacifico e apenas duas espécies do Oceano
Atlantico (CHERO et al., 2017). Rhamnocercus dominguesi Chero, Cruces, Séaez,
[annacone & Luque, 2017 foi a ultima espécie descrita no género Rhamnocercus e foi
encontrada nas branquias de Paralonchurus peruanus (Steindachner) no Peru (CHERO
et al., 2017). O género Rhamnocercoides também ¢ especifico de peixes cienideos
(CHERO et al., 2017).

Durante um levantamento parasitoldégico de peixes marinhos sul-americanos
realizado de dezembro de 2019 a fevereiro de 2022, varios espécimes de monogenéticos
foram encontrados nas branquias de seis peixes cienideos. O exame morfologico
detalhado revelou que os monogenéticos representam um novo género e espécie de
Diplectanidae, uma nova espécie de Rhamnocercoides e seis novas espécies de
Rhamnocercus, que sao descritas aqui.

2. MATERIAL E METODOS

Os peixes foram coletados entre dezembro de 2019 a fevereiro de 2020 na costa de
Puerto Santa Rosa, Lambayeque, Peru (6°52'S, 79°55'W), na costa de Puerto Pizarro,
Tumbes, Peru (3°29'S, 80°24'W), e da zona costeira do Estado do Rio de Janeiro, Brasil
(23°00'S, 44°10'W), utilizando redes de espera e foram dissecados imediatamente apds a
captura. Os arcos branquiais foram imediatamente removidos e colocados em frascos
contendo dgua do mar aquecida (60°C). Cada frasco foi agitado vigorosamente e foi
adicionada formalina para obter uma solucdo a 4%. No laboratério, o conteudo de cada
frasco foi examinado sob um microscopio de dissecacdo e os monogenéticos foram
removidos das branquias ou sedimentos usando estiletes finos. Alguns espécimes foram
corados com tricromio de Gomori, clarificados em eugenol e montados em balsamo do
Canada. Outros espécimes foram montados em meio Gray & Wess (HUMASON 1979)
para o estudo de estruturas esclerotizadas. As amostras foram examinadas usando um
fotomicroscopio composto OlympusTM BX51 equipado com optica de luz normal e
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) e os desenhos foram feitos
com o auxilio de um tubo de desenho e redesenhados no programa CorelDraw Graphics
Suite 2018. As medi¢gdes sdo em micrometros, exceto quando indicado, usando distancias
em linha reta entre os pontos extremos das estruturas medidas e sdo expressas como a
faixa seguida pela média e numero (n) de estruturas medidas entre parénteses. O
comprimento do corpo representa o comprimento do corpo préprio com o haptor. A
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numeracdo dos pares de ganchos segue a recomendada por MIZELLE (1936) e MIZELLE
e PRICE (1963) para Ancyrocephalinae por apresentarem a mesma distribui¢do. Os
peixes foram identificados utilizando as chaves de peixes marinhos peruanos de
CHIRICHIGNO ¢ VELEZ (1998) e as chaves de peixes marinhos brasileiros de
MENEZES e FIGUEIREDO (1980).

Para fins comparativos, foram examinados os seguintes espécimes depositados na
Coleg¢ao Helmintologica do Museu de Historia Natural da Universidade San Marcos
(MUSM), Lima, Peru e na Cole¢ao Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC),
Brasil: Diplectanum monticellii (CHIOC 34962, hol6tipo; CHIOC 34963-34964,
paratipos) Rhamnocercoides menticirrhi Luque & lannacone, 1991 (MUSM 3288,
neotipo), Rhamnocercus dominguesi Chero, Cruces, Saez, lannacone & Luque, 2017
(MUSM 3292, holotype), Rhamnocercus oliveri Luque & lannacone, 1991 (MUSM
1727, voucher), Rhamnocercus stelliferi Luque & lannacone , 1991 (MUSM 1729,
voucher) e Pseudorhamnocercoides stichospinus (Seamster & Monaco, 1956) Chero,
Cruces, Séez, lannacone & Luque, 2017 (CHIOC 33959a-f, voucher). O material tipo foi
depositado no MUSM e no CHIOC.
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3. RESULTADOS

Ordem Dactylogyridea Bychowsky, 1937
Familia Diplectanidae Monticelli, 1903
Subfamilia Diplectaninae Monticelli, 1903

Cynoscionella Chero, Cruces, Séez & Luque, 2022

Diagnose: Diplectaninae. Corpo compreendendo corpo proprio (regido cefalica, tronco e
pedunculo) e haptor. Tegumento escamado. Regido cefalica com lobo cefalico ventral
terminal; pares bilaterais de 6rgdos da cabeca; glandulas cefalicas unicelulares, pdstero-
laterais a faringe. Manchas oculares presentes. Boca subterminal, medioventral; faringe
muscular, glandular; es6fago curto, bifurcando-se para formar dois cecos intestinais;
cecos intestinais terminando cegamente posterior as gonadas. Atrio genital esclerotizado
ou aparentemente musculoso. Testiculo dorsal e ligeiramente justaposto ao ovario,
intercecal; vesicula seminal uma dilatacdo simples do duto deferente; um reservatdrio
prostatico, dorsal ao 6rgao copulatorio masculino (OCM). OCM tubular, composto por 2
tubos aninhados (tubo interno e externo) com base em forma de manga levemente
esclerotizada. Peca acessoria ausente. Orgdo copulador acessério ausente. Ovario em
volta do ceco intestinal direito. Abertura vaginal sinistra; vagina muscular ou levemente
esclerotizada, desembocando no receptaculo seminal. Haptor com lobos bilaterais,
esquamodisco dorsal e ventral, pares de ancoras dorsais e ventrais, barra ventral, barras
dorsais pareadas e 7 pares de ganchos. Esquamodisco com fileiras anteriores de ossiculos
em anéis abertos. Raiz superficial da ancora ventral desenvolvida. Parasitas de branquias
de espécies de peixes cienideos.

Espécie tipo: Cynoscionella sanmarci Chero, Cruces, Saez & Luque, 2022.
Etimologia: O nome do género refere-se ao nome do género do peixe hospedeiro
(Cynoscion). O diminutivo -ella ¢ anexado ao nome do género e deve ser tratado como
feminino.

Comentdérios:

Cynoscionella distingue-se de todos os outros géneros de Diplectaninae por seu
OCM com uma base em forma de manga levemente esclerotizada, sem pega acessoria, e
a ancora ventral com raiz superficial desenvolvida. Este novo género se assemelha mais
a Diplectanum Diesing, 1858 sensu stricto de acordo com DOMINGUES e BOEGER
(2008). Os membros de ambos os géneros compartilham as seguintes caracteristicas: (i)
um OCM tubular composto por 2 tubos aninhados (tubo externo e interno), sem peca
acessoria, e (i1) esquamodisco dorsal e ventral com fileiras anteriores de ossiculos com
anéis abertos. No entanto, e além das caracteristicas distintivas ja referidas, Cynoscionella
difere de Diplectanum por suas espécies apresentam um reservatorio prostatico simples
(reservatorio prostatico separado em trés zonas no Diplectanum), € por ndo ter um 6rgao
copulador acessorio (6rgao copulador acessorio presente em Diplectanum).

Cynoscionella sanmarci Chero, Cruces, Sdez & Luque, 2022
(Figura 17A-H)

Descrigdo: Baseado em 14 espécimes adultos. Corpo alongado (Fig. 17A), 350—405 (378;
n = 8) de comprimento; maior largura 62—85 (73; n = 7) geralmente ao nivel do ovério.
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Regido cefélica ligeiramente larga; lobos cefalicos pouco a moderadamente
desenvolvidos; 6rgaos da cabeca conspicuos; glandulas cefélicas discretas. Dois pares de
manchas oculares, equidistantes. Faringe esférica, 18-21 (19; n = 8) de didmetro.
Pedunculo estreito, alongado. Haptor subtriangular (Fig. 17A), diferenciado do corpo
propriamente dito, 45-58 (51; n = 6) de comprimento; 119—146 (134; n = 6) de largura,
com dois lobos laterais bem desenvolvidos. Esquamodiscos semelhantes, cada um com
37-53 (45; n = 5) de comprimento; 48—66 (56; n = 5) de largura, com 15-21 fileiras
concéntricas; ossiculos em forma de haltere (Fig. 17B). Ancoras com asas bem
conspicuas (Fig. 17C, D). Ancora ventral 54—58 (56; n = 8) longa, com raiz superficial
alongada, raiz profunda alongada e n6 medial, eixo curvo e alongado e ponta recurvada
(Fig. 17C); base 4-6 (5; n = 8) de largura. Ancora dorsal 48—53 (51; n = 7) longa, com
raiz superficial imperceptivel, raiz profunda alongada, eixo alongado e reto e ponta
recurvada (Fig. 17D); base 3—5 (4; n = 6) de largura. Barra ventral 83—140 (106; n = 8)
longa, alongada, em forma de V, com extremidades afiladas; constricdo anteromedial
presente (Fig. 17E). Barras dorsais 53—106 (69; n =9) longas, em forma de bastonete com
extremidade medial expandida e extremidade lateral cilindrica (Fig. 17F). Quatorze
ganchos semelhantes, 10—-12 (11; n = 5) de comprimento, cada um com o polegar
deprimido, eixo fino e curvo e ponta curta; laco de gancho filamentoso (FH) sobre o
comprimento do eixo (Fig. 17G); par de ganchos 1 ao nivel da barra ventral; pares de
ganchos 5 posteriores as extremidades da barra ventral, outros pares submarginais nos
lobos haptorais laterais (Fig. 17A). OCM reto, em forma de taco, 41-74 (57; n=9) de
comprimento; tubo externo com por¢do distal em forma de gancho e base anelada (Fig.
17H). Testiculo nao lobulado, 38-51 (46; n = 6) de comprimento, 31-45 (40; n = 6) de
largura; vaso deferente enrolando cecos intestinais esquerdos, dilatando-se para formar
uma vesicula seminal no lado esquerdo do tronco; um reservatorio prostatico oval;
glandulas prostaticas visiveis. Ovario 19-23 (21; n = 3) de comprimento, 31-36 (34; n =
3) de largura, alongado; oviduto, 06tipo e utero ndo observados. Abertura vaginal ao nivel
do OCM; vestibulo vaginal curto; duto vaginal estreito, curto, correndo posteriormente
para se unir ao pequeno receptaculo seminal subesférico (Fig. 17A). Foliculos vitelinos
densos, estendendo-se do nivel posterior da faringe até a extremidade posterior do tronco,
ausentes nas regioes dos 6rgaos reprodutores. Ovos ndo observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Cynoscion phoxocephalus Jordan & Gilbert (Perciformes: Sciaenidae).
Sitio de infec¢do: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro, Regido de Tumbes, Peru (3°29'S, 80°24'W).
Amostras depositadas: Holotype, MUSM 4907; 4 paratipos, MUSM 4908a-d; 5
paratipos, CHIOC 39757 a-e.

Etimologia: A nova espécie é nomeada em homenagem a Universidade de San Marcos
(Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru), “Decana das Américas”.

Comentarios:

Cynoscionella sanmarci ¢ a espécie-tipo do novo género. A nova espécie ¢
caracterizada pelo seu OCM em forma de garrote, possuindo a por¢do distal em forma de
gancho e base anelada. Além disso, a nova espécie € caracterizada por apresentar uma
barra ventral com constri¢do antero-medial conspicua.
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Figura 17. Cynoscionella sanmarci das branquias de Cynoscion phoxocephalus. A.
Espécime (vista ventral). B. Esquamodisco. C. Ancora ventral. D. Ancora dorsal. E. Barra
ventral. F. Barra dorsal. G. Gancho. H. Orgdo copulador masculino. ABREVIATURAS:

gp, poro genital.
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Rhamnocercoides Luque & lannacone, 1991

Rhamnocercoides lambayequensis Chero, Cruces, Saez & Luque, 2021
(Figura 18A-M)

Descricdo: Baseado em 17 espécimes adultos. Corpo alongado (Fig. 18A), 786-803 (797;
n = 18) de comprimento; maior largura 136-153 (147; n = 18) geralmente ao nivel da
regido média do tronco. Tegumento com escamas, na por¢ao posterior do tronco (Fig.
1A). Regido cefilica ligeiramente larga; lobos cefalicos moderadamente desenvolvidos;
trés pares bilaterais de 6rgdos da cabeca conspicuos; par bilateral de glandulas cefalicas
unicelulares ao nivel da faringe. Dois pares de manchas oculares presentes, equidistantes,
par posterior maior que par anterior. Faringe esférica, 43-60 (54; n = 11) de didmetro;
es0fago curto; cecos intestinais ndo ramificados, estendendo-se da extremidade anterior
até proxima da extremidade posterior do tronco, ndo confluentes posteriormente.
Pedunculo ligeiramente largo, curto. Haptor subtriangular (Fig. 18A), diferenciado do
corpo propriamente dito, 158—175 (169; n = 10) de comprimento; 435-452 (446; n = 10)
de largura, com dois lobos laterais bem desenvolvidos. Ancoras diferentes (Fig. 18A-C),
sem asas finas e conspicuas. Ancora ventral 79-96 (90; n = 8) longa, com raiz superficial
arredondada e curta, raiz profunda bem alongada e resistente, eixo curvo e ponta
recurvada; ponta ultrapassando o nivel da ponta da raiz superficial; base 8—10 (9; n = 8)
de largura (Fig. 18B). Ancora dorsal 83-98 (94; n = 6) longa, com raiz superficial
imperceptivel, raiz profunda alongada, eixo reto e ponta recurvada; base 5-7 (6; n = 6)
de largura (Fig. 18C). Barra ventral 372-389 (382; n = 10) longa, alongada, largamente
em forma de V, com extremidades agudas direcionadas anteriormente; sulco longitudinal
ventral presente; projecao postero-medial curta e constricao antero-medial presentes (Fig.
18D). Barras dorsais 119-136 (130; n = 9) longas, em forma de bastonete com
extremidade medial espatulada e extremidade lateral cilindrica (Fig. 18E). Quatorze
ganchos semelhantes, 10-13 (11; n = 10) de comprimento, cada um com polegar obtuso
deprimido, eixo fino e curvo e ponta curta; laco de gancho filamentoso (FH) sobre o
comprimento do eixo (Fig. 18F); par de ganchos 1 ao nivel da barra ventral; par de
ganchos 5 ao nivel da parte distal do eixo da 4ncora ventral, outros pares submarginais
nos lobos haptorais laterais (Fig. 1A). Espinhos aciculares haptorais ventrais e dorsais,
dispostos em 4 fiadas (Fig. 18A); fileiras 1 e 4 com espinhos aciculares haptorais com
por¢do distal aguda (HAA) (Fig. 18A, G); fileiras 2 ¢ 3 com HAA e com espinhos
aciculares haptorais com porcdo distal expandida (HAE) (Fig. 18A, H); espinhos
aciculares posteriores do haptor maior que os anteriores. Espinhas acessorias do haptor
ao nivel da barra ventral com porg¢ao distal em forma de gancho e com delicada membrana
umbeliforme (HSH) (Fig. 18A, I); dispostos diagonalmente em cada extremidade lateral
da barra ventral; espinhos anteriores maiores que os posteriores (Fig. 18A). Espinhas
acessorias haptorais associadas aos lobos haptorais (HSL), com morfologia semelhante
as espinhas aciculares haptorais; espinhos mediais maiores que os espinhos laterais (Fig.
18A,J). Espinhas acessorias haptorais associadas as pontas das ancoras (HSA), dispostas
como espigdes (Fig. 18A, K). Espinhas acessorias haptorais ao nivel da margem anterior
da barra ventral com por¢ido distal bifida (HSB) (Fig. 18A, L). Orgio copulatorio
masculino (OCM) tubular, reto, 76-93 (87; n = 12) de comprimento, composto por dois
tubos aninhados (tubos internos e externos); tubo externo expandido e bifurcado
distalmente, ramo esquerdo curto, ramo direito longo e levemente sinuoso; por¢ao distal
do tubo interno descoberto pelo tubo externo (Fig. 18M). Testiculo dorsal ao ovario, ndo
lobulado, 50-68 (62; n = 8) de comprimento, 2742 (36; n = 8) de largura; vaso deferente
enrolando cecos intestinais esquerdos, dilatando-se para formar grande vesicula seminal
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fusiforme no lado esquerdo do tronco, lateral ao OCM; um reservatorio prostatico oval,
dextrolateral 8 OCM; glandulas prostaticas conspicuas, intercecais. Ovério 98—102 (99;
n = 8) longo, 47-64 (58; n = 8) de largura, alongado; oviduto, o6tipo e Utero ndo
observados. Abertura vaginal sinistra ao nivel do ovario; vestibulo vaginal curto, quase
piriforme, pouco esclerotizado; duto vaginal estreito, curto, correndo posteriormente para
unir-se ao pequeno receptaculo seminal subesférico (fig. 18A). Dois anéis musculares
semicirculares (SMR) presentes, posteriores ao testiculo (Fig. 18A). Foliculos vitelinos
densos, estendendo-se do nivel posterior da faringe até a extremidade posterior do tronco.
Ovos ndo observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Menticirrhus elongatus (Gilinther 1864) (Perciformes: Sciaenidae).
Sitio de infeccdo: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Santa Rosa, regido de Lambayeque, Peru, Oceano Pacifico Sul
(6°52'S, 79°55'W).

Amostras depositadas: Holotipo, MUSM 4713; 17 paratipos, MUSM 4714a-g.
Etimologia: A nova espécie é nomeada por a localidade-tipo onde os espécimes foram
coletados.

Comentarios:

Com base na presenga de 11-13 fileiras de espinhos aciculares haptorais com a por¢ao
distal aguda, espinhos aciculares com a por¢ao distal bifida e espinhos aciculares com a
porc¢do distal em forma de gancho (CHERO et al., 2021), os espécimes recém-coletados
de M. elongatus sao atribuidos a Rhamnocercoides. Rhamnocercoides lambayequensis
caracteriza-se principalmente pelo seu OCM, que ¢ tubular e reto, com tubos externos
(distalmente expandidos e bifurcados) e internos (distalmente descobertos pelo tubo
externo) (OCM tubular com dois botdes na regido proximal e a por¢do distal do tubo
externo expandido e com forma de funil em R. menticirrhi Luque & lannacone, 199).
Rhamnocercoides lambayequensis também difere do tipo e Unica espécie do género, R.
menticirrhi de M. ophicephalus (Jenyns 1840) no Peru, por ter uma vagina quase
piriforme e fracamente esclerotizada (uma vagina saciforme com bainha em forma de
taca esclerotizada proximal em R. menticirrhi); espinhos aciculares haptorais com por¢ao
distal expandida (espinhos aciculares haptorais apenas com porg¢ao distal aguda em R.
menticirrhi) e por possuirem um pequeno grupo de espinhos acessorios haptorais
associados a lobos haptorais dispostos em forma de espigdes (ausentes em R. menticirrhi).
Além disso, R. lambayequensis difere de R. menticirrhi pelo tamanho da barra ventral
(372-389 em R. lambayequensis versus 234-242 em R. menticirrhi) e pela largura do
haptor (435452 na nova espécie versus 263 —344 em R. menticirrhi).
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Figura 18. Rhamnocercoides lambayequensis das branquias de Menticirrhus elongatus.
A. Espécime (vista ventral). SMR, anéis musculares semicirculares. B. Ancora ventral.
C. Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F. Gancho. G. Espinhas aciculares
haptorais com por¢ao distal aguda (HAA). H. Espinhas aciculares haptorais com porgao
distal expandida (AEH). I. Espinhas acessorias do haptor com por¢ao distal em forma de
gancho e delicada membrana umbeliforme (HSH). J. Espinhas acessorias haptorais
associadas aos lobos haptorais (HSL). K. Pequeno grupo de espinhos acessorios haptorais
associados a lobos haptorais dispostos em forma de espigas (HAS). L. Espinhas
acessorias haptorais com porgdo distal bifida (HSB). M. Orgio copulador masculino.
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Rhamnocercus Monaco, Wood & Mizelle, 1954

Rhamnocercus chacllae Chero, Cruces, Sdez & Luque, 2022
(Figura 19A-1)

Descricdo: Baseado em 10 espécimes adultos. Corpo fusiforme (Fig. 19A), 652-817
(745; n = 10) de comprimento; maior largura 100-125 (109; n = 8) geralmente ao nivel
do ovario. Regido cefdlica com lobos terminais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais
de orgdos da cabeca conspicuos; Par bilateral de glandulas cefalicas unicelulares
posterolateral a faringe (Fig. 19A). Dois pares de manchas oculares presentes,
equidistantes (Fig. 19A). Boca subterminal; faringe esférica, 30-38 (36; n = 7) de
diametro; es6fago curto; cecos intestinais nao ramificados, estendendo-se da extremidade
anterior até proxima da extremidade posterior do tronco, ndo confluentes posteriormente.
Haptor diferenciado do corpo proprio, com dois lobos laterais bem desenvolvidos (Fig.
1A), 53-76 (62; n = 6) de comprimento, 195-212 (201; n = 6) de largura. Ancoras
dissimilares (Fig. 19B, C), sem asas finas e conspicuas. Ancora ventral 62—70 (67; n =
7) longa, com raiz superficial curta e arredondada, raiz profunda bem alongada e
resistente, eixo curvo e ponta recurvada (Fig. 19B); ponta ultrapassando o nivel da ponta
da raiz superficial; base 5—7 (6; n = 4) de largura. Ancora dorsal 65-72 (70; n=7) longa,
com raiz superficial imperceptivel, raiz profunda alongada e subretangular, eixo
levemente curvado e ponta recurvada (Fig. 19C); ponta ultrapassando o nivel da ponta da
raiz superficial; base 4-5 (4; n = 4) de largura. Barra ventral 172—177 (174; n = 7) longa,
alongada, largamente em forma de V, com extremidades afiladas e um leve entalhe
anteromedial; sulco longitudinal ventral presente; proje¢ao postero-medial curta presente
(Fig. 19D). Barras dorsais 63-75 (68; n = 6) longas, em forma de bastonete, com
extremidade medial espatulada (Fig. 19E). Quatorze ganchos semelhantes, 10-13 (11; n
= 5) de comprimento, cada um com polegar obtuso deprimido, eixo fino e curvo e ponta
curta; laco de gancho filamentoso (FH) sobre o comprimento do eixo (Fig. 19F); par de
ganchos 1 ao nivel da barra ventral; par de ganchos 5 ao nivel da parte distal do eixo da
ancora ventral, outros pares submarginais nos lobos haptorais laterais (Fig. 19A). Trés
espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra ventral com porcao distal aguda, espinho
médio (indicado como 2 na Fig. 19G) menor que os espinhos bilaterais (indicados como
1 e 3 na Fig. 19G); espinhas acessorias do haptor associado com lobos do haptor
presentes. Pedunculo delgado, alongado, com espinhos pedunculares (Fig. 19A);
espinhos pedunculares ventral e dorsal, com raiz anterior varias vezes menor que a raiz
posterior (Fig. 1H), dispostos em duas fileiras longitudinais, facilmente perdidos no
espécime preservado. Orgdo copulador masculino (OCM), tubular, longo, em forma de
L, composto por dois tubos aninhados (tubo interno e externo) (Fig. 191), 75-89 (83; n=
8) de comprimento. Testiculo dorsal ao ovario, ndo lobulado; vaso deferente enrolando
cecos intestinais esquerdos, dilatando-se para formar grande vesicula seminal fusiforme
no lado esquerdo do tronco, lateral ao OCM; um reservatério prostatico oval, dextrolateral
a OCM; glandulas prostaticas conspicuas, intercecais (Fig. 19A). Ovario alongado;
oviduto, odtipo e Utero ndo observados (Fig. 19A). Abertura vaginal sinistra ao nivel do
ovario; vestibulo vaginal curto, sacado, fracamente esclerotizado; duto vaginal estreito,
fracamente esclerotizado, curto, correndo posteriormente para unir-se ao pequeno
receptaculo seminal subesférico (Fig. 19A). Foliculos vitelinos densos, estendendo-se do
nivel posterior da faringe até a extremidade posterior do tronco, ausentes nas regides dos
orgaos reprodutores (Fig. 19A). Ovos nao observados.
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Figura 19. Rhamnocercus chacllae das branquias de Pareques lanfeari. A. Espécime
(vista ventral). B. Ancora ventral. C. Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F.
Espinho peduncular. G. Espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra ventral. H.

Gancho. I. Orgio copulador masculino.
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Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Pareques lanfeari (Barton) (Perciformes: Sciaenidae).

Sitio de infeccdo: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Santa Rosa, regido de Lambayeque, Peru, Oceano Pacifico Sul
(6°52'S, 79°55'W).

Amostras depositadas: Holotipo, MUSM 4873; 8 paratipos, MUSM 4874a-h; 1
paratipo, CHIOC 39751.

Etimologia: O nome especifico refere-se a deusa Chaclla, filha do deus Inti e deusa da
lua.

Comentarios:

Rhamnocercus chacllae pode ser distinguido de todos os congéneres por seu OCM
em forma de L. Rhamnocercus chacllae é mais semelhante com Rhamnocercus
rhamnocercus Monaco, Wood & Mizelle, 1954 de Umbrina roncador Gilbert & Jordan
relatados na California (EUA) por ter um OCM longo e trés espinhos acessorios haptorais
ao nivel da barra ventral (espinho médio menor que os espinhos bilaterais). No entanto, a
nova espécie difere de R. rhamnocercus por apresentar uma vagina fracamente
esclerotizada (muscular em R. rhamnocercus) e um leve entalhe anteromedial na barra
ventral (ausente em R. rhamnocercus).

Rhamnocercus chaskae Chero, Cruces, Sdez & Luque, 2022
(Figura 20A-H)

Descricdo: Baseado em 12 espécimes adultos. Corpo fusiforme, 491-667 (588; n = 12)
de comprimento; maior largura 69-109 (83; n= 11) geralmente ao nivel do ovario. Regiao
cefalica com lobos terminais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de 6rgdos da cabega
conspicuos; Par bilateral de glandulas cefalicas unicelulares posterolateral a faringe. Dois
pares de manchas oculares presentes, equidistantes. Boca subterminal; faringe esférica,
31-37 (34; n = 8) de didmetro; esofago curto; cecos intestinais ndo ramificados,
estendendo-se da extremidade anterior até proxima da extremidade posterior do tronco,
nao confluentes posteriormente. Haptor diferenciado do corpo propriamente dito, com
dois lobos laterais bem desenvolvidos, 34—50 (42; n=5) de comprimento, 164—193 (180;
n = 6) de largura. Ancoras dissimilares, sem asas finas ¢ conspicuas (Fig. 20A, B).
Ancora ventral 69—81 (73; n = 6) longa, com raiz superficial saliente e arredondada, raiz
profunda bem alongada e resistente, eixo curvo e ponta recurvada; ponta ultrapassando o
nivel da ponta da raiz superficial (Fig. 20A); base 5—7 (6; n=5) de largura. Ancora dorsal
65—78 (71; n = 6) longa, com raiz superficial imperceptivel, raiz profunda alongada, eixo
levemente curvo e ponta recurvada; ponta ao nivel da ponta da raiz superficial (Fig. 20B);
base 4-6 (5; n = 6) de largura. Barra ventral 125-142 (135; n = 8) de comprimento,
alongada, com extremidades afiladas; sulco longitudinal ventral presente; grande
projecao relativa posteromedial presente (Fig. 20C). Barras dorsais 51-68 (58; n = 8)
longas, em forma de bastonete, com extremidade medial espatulada (Fig. 20D). Quatorze
ganchos semelhantes, 10—11 (11; n = 5) de comprimento, cada um com polegar obtuso
deprimido, eixo fino e curvo e ponta curta; laco de gancho filamentoso (FH) sobre o
comprimento do eixo (Fig. 20E); par de ganchos 1 ao nivel da barra ventral; par de
ganchos 5 ao nivel da parte distal do eixo da ancora ventral, outros pares submarginais
nos lobos haptorais laterais. Trés espinhos acessorios do haptor no nivel da barra ventral,
espinho médio (indicado como 2 na Fig. 20F) menor que os espinhos bilaterais (indicados
como 1 e 3 na Fig. 20F), espinhos bilaterais com por¢do distal trifida; espinha acessoria
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do haptor com extremidade distal aguda associada a lobos do haptor presentes. Pedtiinculo
delgado, alongado, com espinhos pedunculares; espinhos pedunculares ventrais e dorsais,
com raiz anterior varias vezes menor que a posterior (Fig. 20G), dispostos em duas fileiras
longitudinais, facilmente perdidos no espécime preservado. OCM longo e reto, composto
por dois tubos aninhados (tubo interno e externo), com extremidade distal bifida (Fig.
20H), 48-62 (57; n = 8) de comprimento. Testiculo dorsal ao ovario, ndo lobulado; vaso
deferente enrolando cecos intestinais esquerdos, dilatando-se para formar grande vesicula
seminal fusiforme no lado esquerdo do tronco, lateral ao OCM; um reservatdrio prostatico
oval, dextrolateral a OCM; glandulas prostaticas conspicuas, intercecais. Ovario
alongado; oviduto, odtipo e utero ndo observados. Abertura vaginal sinistra ao nivel do
ovario; vestibulo vaginal curto, sacado, fracamente esclerotizado; duto vaginal estreito,
fracamente esclerotizado, curto, correndo posteriormente para unir-se ao pequeno
receptaculo seminal subesférico. Foliculos vitelinos densos, estendendo-se do nivel
posterior da faringe até a extremidade posterior do tronco, ausentes nas regides dos 6rgaos
reprodutores. Ovos ndo observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Pareques lanfeari (Barton) (Perciformes: Sciaenidae).

Sitio de infeccdo: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Santa Rosa, regido de Lambayeque, Peru, Oceano Pacifico Sul
(6°52'S, 79°55'W).

Amostras depositadas: Holotipo, MUSM 4875; 9 paratipos, MUSM 4876a-i; 2
paratipos, CHIOC 39752a-b.

Etimologia: O nome especifico refere-se a deusa Chaska, deusa do amanhecer e do
crepusculo.

Comentarios:

Rhamnocercus chaskae caracteriza-se por possuir um OCM longo e reto com
extremidade distal bifida e por possuir espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra
ventral com porg¢ao distal quadrifida.

Rhamnocercus fasciatum Chero, Cruces, Sdez & Luque, 2022
(Figura 21A-1)

Descricdo: Baseado em 10 espécimes adultos. Corpo fusiforme, 388—889 (659; n = 10)
de comprimento; maior largura 71-84 (77; n = 9) geralmente ao nivel do ovario. Regido
cefalica com lobos terminais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de 6rgdos da cabeca
conspicuos; Par bilateral de glandulas cefalicas unicelulares posterolateral a faringe. Dois
pares de manchas oculares presentes, equidistantes. Boca subterminal; faringe esférica,
26-34 (30; n = 7) de diametro; esdfago curto; cecos intestinais ndo ramificados,
estendendo-se da extremidade anterior até proxima da extremidade posterior do tronco,
nao confluentes posteriormente. Haptor diferenciado do corpo propriamente dito, com
dois lobos laterais bem desenvolvidos, 36—54 (46; n = 6) de comprimento, 187248 (216;
n=6) de largura. Ancoras dissimilares, sem asas finas e conspicuas (Fig. 21A, B). Ancora
ventral 78-86 (83; n = 8) longa, com raiz superficial forte e curta, raiz profunda bem
alongada, eixo curvo e ponta recurvada; ponta ultrapassando o nivel da ponta da raiz
superficial (Fig. 21A); base 6-8 (7; n = 5) de largura. Ancora dorsal 82-86 (84; n = 8)
longa, com raiz superficial imperceptivel, raiz profunda alongada, eixo levemente curvo
e ponta recurvada; ponta ultrapassando o nivel da ponta da raiz superficial (Fig. 21B);
base 5—7 (6; n = 5) de largura. Barra ventral 166—183 (173; n = 8) longa, alongada, com
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extremidades afiladas; sulco longitudinal ventral presente; projecao postero-medial curta
presente (Fig. 21C). Barras dorsais 68-80 (75; n = 6) longas, em forma de bastonete, com
extremidade medial espatulada e saliéncia na extremidade lateral (Fig. 21D). Quatorze
ganchos semelhantes, 10-11 (11; n = 6) de comprimento, cada um com polegar obtuso
deprimido, eixo fino e curvo e ponta curta; laco de gancho filamentoso (FH) em torno do
comprimento do eixo (Fig. 21E); par de ganchos 1 ao nivel da barra ventral; par de
ganchos 5 ao nivel da parte distal do eixo da ancora ventral, outros pares submarginais
nos lobos haptorais laterais. Trés espinhos acessorios do haptor no nivel da barra ventral,
espinho médio (indicado como 2 na Fig. 21F) menor que os espinhos bilaterais (indicados
como 1 e 3 na Fig. 21F), espinhos bilaterais com por¢ao distal bifida; espinha acessoria
do haptor com extremidade distal aguda associada a lobos do haptor presentes. Pedtiinculo
delgado, alongado, com espinhos pedunculares; espinhos pedunculares ventrais e dorsais,
com raiz anterior varias vezes menor que a posterior (Fig. 21G), dispostos em duas fileiras
longitudinais, facilmente perdidos no espécime preservado. OCM longo e reto, composto
por dois tubos aninhados (tubo interno e externo), com extremidade distal truncada (Fig.
21H), 56-63 (61; n = 8) de comprimento. Testiculo dorsal ao ovario, ndo lobulado; vaso
deferente enrolando cecos intestinais esquerdos, dilatando-se para formar grande vesicula
seminal fusiforme no lado esquerdo do tronco, lateral ao OCM; um reservatorio prostatico
oval, dextrolateral a OCM; glandulas prostaticas conspicuas, intercecais. Ovario
alongado; oviduto, o6tipo e utero ndo observados. Abertura vaginal sinistra ao nivel do
ovario; vestibulo vaginal grande, em forma de sino, fracamente esclerotizado (Fig. 211);
duto vaginal estreito, fracamente esclerotizado, curto, por¢ao distal esvaziada, correndo
posteriormente para unir-se ao pequeno receptaculo seminal subesférico (Fig. 21I).
Foliculos vitelinos densos, estendendo-se do nivel posterior da faringe até a extremidade
posterior do tronco, ausentes nas regioes dos 6rgaos reprodutores. Ovos nao observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Cheilotrema fasciatum Tschudi (Perciformes: Sciaenidae).

Sitio de infec¢éo: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Santa Rosa, regido de Lambayeque, Peru, Oceano Pacifico Sul
(6°52'S, 79°55'W).

Amostras depositadas: Holotipo, MUSM 4877; 8 paratipos, MUSM 4878a-h; 1
paratipo, CHIOC 39753.

Etimologia: O nome especifico refere-se ao nome especifico do hospedeiro.

Comentarios:

Rhamnocercus fasciatum mais se assemelha a R. chaskae por ter um OCM longo e
reto, uma vagina fracamente esclerotizada e trés espinhos acessorios haptorais no nivel
da barra ventral (espinho médio menor que os espinhos bilaterais). No entanto, a nova
espécie difere de R. chaskae por possuir espinhos acessorios do haptor ao nivel da barra
ventral com por¢ao distal bifida (espinhos acessorios do haptor ao nivel da barra ventral
com por¢ao distal quadrifida em R. chaskae) e por possuir barras dorsais com saliéncia
na extremidade lateral (ausente em R. chaskae). Além disso, R. fasciatum difere de R.
chaskae pelo formato da vagina (em forma de sino em R. fasciatum vs em forma de saco
em R. chaskae) e pelo tamanho da barra ventral (166—183 em R. fasciatum vs 125-142
em R. chaskae).
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Figura 20. Rhamnocercus chaskae das branquias de Pareques lanfeari. A. Ancora
ventral. B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Espinho peduncular. F.
Espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra ventral. G. Gancho. H. Orgao copulador

masculino.
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Rhamnocercus microps Chero, Cruces, Sdez & Luque, 2022
(Figura 22A-G)

Descricdo: Baseado em 5 espécimes adultos. Corpo fusiforme, 401-568 (465; n = 5) de
comprimento; maior largura 44-72 (61; n = 5) geralmente ao nivel do ovario. Regido
cefalica com lobos terminais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de 6rgaos da cabeca
conspicuos; Par bilateral de glandulas cefalicas unicelulares posterolateral a faringe. Dois
pares de manchas oculares presentes, equidistantes. Boca subterminal; faringe esférica,
20-24 (22; n = 5) de diametro; esdfago curto; cecos ndo ¢ ramificado, estendendo-se da
extremidade anterior até tronco, posterior da extremidade posterior do tronco posterior,
nao confluente posteriormente. Haptor diferenciado do proprio corpo, com dois lobos
laterais bem desenvolvidos, 32-33; = 4) de comprimento, 126-154 (139; n = 4) de
largura. Ancoras dissimilares (Fig. 22A, B), sem asas finas e conspicuas. Ancora ventral
55-58 (56; n = 4) longa, com raiz superficial curta e arredondada, raiz profunda bem
alongada, pressa curva e ponta recurvada; ponta ultrapassando o nivel da ponta da raiz
superficial (Fig. 22A); base 3—4 (4; n = 4) de largura. Ancora dorsal 53—59 (57; n = 5)
longa, com raiz superficial imperceptivel, raiz profunda ao longo e subretangular, eixo
levemente curvado e ponta recurvada; ponta ultrapassando o nivel da ponta da raiz
superficial (Fig. 22B); base 2—4 (3; n =5) de largura. Barra ventral 108—119 (111; n=15)
longa, alongada, robusta, com limitacdes afiladas e botdo anteromedial; sulco
longitudinal ventral presente; projecdo posteromedial relativamente longa (Fig. 22C).
Barras dorsais 49-5150; n = 5) longas, em forma de bastonete, com extremidade medial
espatulada (Fig. 22D). Quatorze ganchos semelhantes, 2—14 (13; n = 5) de comprimento,
cada um com polegar obtuso deprimido, eixo fino e curvo e ponta curta; lago de gancho
filamentoso (FH) sobre o cumprimento do eixo (Fig. 22E); par de ganchos 1 ao nivel da
barra ventral; par de ganchos 5 ao nivel da parte distal do eixo da ancora ventral, outros
pares submarginais nos lobos haptorais laterais. Espinhas acessorias do haptor no nivel
da barra ventral ndo observadas; espinhas acessorias do haptor ndo observadas associadas
aos lobos do haptor. Pedunculo delgado, alongado, com espinhos pedunculares ventrais
e dorsais, com raiz anterior varias vezes menor que a posterior (Fig. 22F). OCM curto,
reto, composto por dois tubos aninhados (tubo interno e externo), 20-27 (23; n = 5)
longos; extremidade distal do tubo externo expandida; extremidade distal da espatula
interna do tubo, descoberta pelo tubo externo (Fig. 22G). Testiculo dorsal ao ovéario, ndo
lobulado; vaso deferente enrolando cecos intestinais esquerdos, dilatando-se para formar
grande vesicula seminal fusiforme no lado esquerdo do tronco, lateral ao OCM; um
reservatorio prostatico oval, dextrolateral a OCM; glandulas prostaticas conspicuas,
intercecais. Ovario alongado; oviduto, o6tipo e Utero ndo observados. Abertura vaginal
sinistra ao nivel do ovario; vestibulo vaginal curto, sacado, fracamente esclerotizado;
receptaculo seminal pequeno. Foliculos densos, estendendo-se do nivel posterior da
faringe até a extremidade posterior do tronco. Ovos nao observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Nebris microps Cuvier (Perciformes: Sciaenidae).

Sitio de infec¢do: Branquias.

Localidade tipo: Zona Costeira do Estado do Rio de Janeiro (22°50'S, 41°58'W), Brasil,
América do Sul.

Amostras depositadas: Holotipo, MUSM 4879; 2 paratipos, MUSM 4880a-b; 2
paratipos, CHIOC 39754a-b.

Etimologia: O nome especifico refere-se ao nome especifico do hospedeiro.
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Comentarios:

Rhamnocercus microps difere de todos os congéneres principalmente por ter um
OCM curto e reto com a extremidade distal do tubo interno espatulado e descoberto pelo
tubo externo. Rhamnocercus microps assemelha-se a R. dominguesi por ter o OCM com
a extremidade distal do tubo interno descoberto pelo tubo externo. No entanto, e para
além das caracteristicas distintivas ja referidas, R. microps ¢ facilmente diferenciada de
R. dominguesi por possuir uma barra ventral com um botdo anteromedial (uma barra
ventral sem um botdo anteromedial em R. dominguesi) e pelo tamanho do OCM (20-27
na nova espécie vs 30-37 em R. dominguesi).
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Figura 21. Rhamnocercus fasciatum das branquias de Cheilotrema fasciatum. A. Ancora
ventral. B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinhos
acessorios haptorais ao nivel da barra ventral. G. Espinho peduncular. H. Orgio
copulador masculino. I. Vagina.
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Figyra 22. Rhamnocercus microps das branquias de Nebris microps. A. Ancora ventral.
B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinho peduncular.
G. Orgao copulador masculino.
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Rhamnocercus rimaci Chero, Cruces, Séez & Luque, 2022
(Figura 23A-H)

Descricdo: Baseado em 7 espécimes adultos. Corpo fusiforme, 375485 (427; n=7) de
comprimento; maior largura 68-89 (76; n = 7) geralmente ao nivel do ovario. Regido
cefalica com lobos terminais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de 6rgaos da cabeca
conspicuos; Par bilateral de glandulas cefalicas unicelulares posterolateral a faringe. Dois
pares de manchas oculares presentes, equidistantes. Boca subterminal; faringe esférica,
23-30 (26; n = 5) de diametro; esofago curto; cecos intestinais ndo ramificados,
estendendo-se da extremidade anterior até proxima da extremidade posterior do tronco,
nao confluentes posteriormente. Haptor diferenciado do corpo proprio, com dois lobos
laterais bem desenvolvidos, 27-33 (31; n = 4) de comprimento, 103—146 (125; n=4) de
largura. Ancoras dissimilares (Fig. 23A, B), sem asas finas e conspicuas. Ancora ventral
43-46 (45; n = 5) longa, com raiz superficial curta e arredondada, raiz profunda bem
alongada e resistente, eixo curvo e ponta recurvada (Fig. 23A); base 2-3 (3; n = 4) de
largura. Ancora dorsal 41-44 (43; n = 4) longa, com raiz superficial imperceptivel, raiz
profunda alongada e subretangular, eixo curvo e ponta recurvada; ponta ultrapassando o
nivel da ponta da raiz superficial (Fig. 23B); base 2—3 (2; n = 4) de largura. Barra ventral
94-102 (98; n = 5) longa, alongada, quase em forma de bumerangue, com extremidades
afiladas; sulco longitudinal ventral presente; projecao pdstero-medial curta presente (Fig.
23C). Barras dorsais 47-50 (49; n = 5) longas, em forma de bastonete, com extremidade
medial espatulada e extremidade lateral bilobada (Fig. 23D). Quatorze ganchos
semelhantes, 11-12 (12; n=5) de comprimento, cada um com polegar obtuso deprimido,
eixo fino e curvo e ponta curta; lago de gancho filamentoso (FH) em torno do
comprimento do eixo (Fig. 23E); par de ganchos 1 ao nivel da barra ventral; par de
ganchos 5 ao nivel do eixo da parte distal da ancora ventral, outros pares submarginais
nos lobos haptorais laterais. Trés espinhos acessorios do haptor ao nivel da barra ventral
com por¢do distal aguda, espinho médio (indicado como 2 na Fig. 23F) ligeiramente
menor que os espinhos bilaterais (indicados como 1 e 3 na Fig. 23F); espinhas acessorias
do haptor associado com lobos do haptor presentes. Pedinculo delgado, alongado, com
espinhos pedunculares; espinhos pedunculares ventrais e dorsais, com raiz anterior varias
vezes menor que a posterior (Fig. 23G), dispostos em duas fileiras longitudinais,
facilmente perdidos no espécime preservado. OCM tubular, longo, quase em forma de J,
composto por dois tubos aninhados (tubo interno e externo), 40—47 (44; n = 6) de
comprimento; extremidade distal do tubo externo levemente expandida; extremidade
distal do tubo interno estreita, descoberta pelo tubo externo (Fig. 23H). Testiculo dorsal
ao ovario, nao lobulado; vaso deferente enrolando cecos intestinais esquerdos, dilatando-
se para formar grande vesicula seminal fusiforme no lado esquerdo do tronco, lateral ao
OCM; um reservatorio prostatico oval, dextrolateral a OCM; glandulas prostaticas
conspicuas, intercecais. Ovario alongado; oviduto, o6tipo e tutero nao observados.
Abertura vaginal sinistra ao nivel do ovario; vestibulo vaginal curto, sacado, fracamente
esclerotizado; duto vaginal estreito, fracamente esclerotizado, curto, correndo
posteriormente para unir-se ao pequeno receptaculo seminal subesférico. Foliculos
vitelinos densos, estendendo-se do nivel posterior da faringe até a extremidade posterior
do tronco, ausentes nas regides dos 6rgaos reprodutores. Ovos ndo observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Stellifer menor (Tschudi) (Perciformes: Sciaenidae).
Sitio de infeccdo: Branquias.
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Localidade tipo: Puerto Santa Rosa (6°52'S, 79°55'W), Lambayeque, Peru, América do
Sul.

Amostras depositadas: Holotipo, MUSM 4881; 5 paratipos, MUSM 4882a-¢; 1
paratipo, CHIOC 39755.

Etimologia: O nome especifico refere-se ao deus Rimac, filho do deus Inti.

Comentarios:

Rhamnocercus rimaci pode ser distinguido de todas as outras espécies de
Rhamnocercus por ter um OCM quase em forma de J com a extremidade distal do tubo
externo ligeiramente expandida e a extremidade distal do tubo interno estreita e
descoberta pelo tubo externo. Além disso, R. rimaci caracteriza-se pela sua barra ventral
quase em forma de bumerangue e por ter as barras dorsais com a extremidade lateral
bilobada.

Rhamnocercus tantaleani Chero, Cruces, Saez & Luque, 2022
(Figura 24A-H)

Descricdo: Baseado em 6 espécimes adultos. Corpo fusiforme, 441-763 (575; n = 6) de
comprimento; maior largura 87-103 (94; n = 6) geralmente ao nivel do ovario. Regido
cefalica com lobos terminais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de 6rgdos da cabega
conspicuos; Par bilateral de glandulas cefalicas unicelulares posterolateral a faringe. Dois
pares de manchas oculares presentes, equidistantes. Boca subterminal; faringe esférica,
29-35 (32; n = 6) de diametro; es6fago curto; cecos intestinais ndo ramificados,
estendendo-se da extremidade anterior até proxima da extremidade posterior do tronco,
nao confluentes posteriormente. Haptor diferenciado do corpo proprio, com dois lobos
laterais bem desenvolvidos, 41-65 (50; n = 5) de comprimento, 154—171 (160; n=5) de
largura. Ancoras dissimilares, sem asas finas e conspicuas (Fig. 24A, B). Ancora ventral
54-59 (57; n = 6) longa, com raiz superficial muito curta e arredondada, raiz profunda
bem alongada, eixo curvo e ponta recurvada; ponta ultrapassando o nivel da ponta da raiz
superficial (Fig. 24A); base 4-5 (5; n = 4) de largura. Ancora dorsal 53—55 (54; n=7)
longa, com raiz superficial imperceptivel, raiz profunda alongada e subretangular, eixo
reto e ponta recurvada; ponta ultrapassando o nivel da ponta da raiz superficial (Fig. 24B);
base 2—4 (3; n =4) de largura. Barra ventral 107-119 (112; n = 5) longa, alongada, quase
em forma de bumerangue, com extremidades afiladas; sulco longitudinal ventral presente;
projecao postero-medial curta presente (Fig. 24C). Barras dorsais 64-68 (66; n = 5)
longas, em forma de bastonete, com extremidade medial espatulada (Fig. 24D). Quatorze
ganchos semelhantes, 13—14 (13; n = 6) de comprimento, cada um com polegar obtuso
deprimido, eixo fino e curvo e ponta curta; laco de gancho filamentoso (FH) sobre o
comprimento do eixo (Fig. 24E); par de ganchos 1 ao nivel da barra ventral; par de
ganchos 5 ao nivel da parte distal do eixo da ancora ventral, outros pares submarginais
nos lobos haptorais laterais. Trés espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra ventral
com por¢ao distal aguda, espinho médio (indicado como 2 na Fig. 24F) menor que os
espinhos bilaterais (indicados como 1 e 3 na Fig. 24F); espinhas acessorias do haptor
associado com lobos do haptor presentes. Pedinculo delgado, alongado, com espinhos
pedunculares; espinhos pedunculares ventrais e dorsais, com raiz anterior varias vezes
menor que a posterior (Fig. 24G), dispostos em duas fileiras longitudinais. OCM tubular,
longo, reto, composto por dois tubos aninhados (tubo interno e externo), 57-62 (60; n =
6) de comprimento; extremidade distal do tubo externo bifurcado, ramo direito bem
expandido, ramo esquerdo envolvendo estreita extremidade distal do tubo interno (Fig.
24H). Testiculo dorsal ao ovario, ndo lobulado; vaso deferente enrolando cecos intestinais
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esquerdos, dilatando-se para formar grande vesicula seminal fusiforme no lado esquerdo
do tronco, lateral ao OCM; um reservatorio prostatico oval, dextrolateral a OCM;
glandulas prostaticas conspicuas, intercecais. Ovario alongado; oviduto, oo6tipo e utero
ndo observados. Abertura vaginal sinistra ao nivel do ovario; vestibulo vaginal curto,
sacado, fracamente esclerotizado; duto vaginal estreito, fracamente esclerotizado, curto,
correndo posteriormente para unir-se ao pequeno receptdculo seminal subesférico.
Foliculos vitelinos densos, estendendo-se do nivel posterior da faringe até a extremidade
posterior do tronco, ausentes nas regides dos o6rgaos reprodutores. Ovos ndo observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Stellifer menor (Tschudi) (Perciformes: Sciaenidae).

Sitio de infeccdo: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Santa Rosa (6°52'S, 79°55'W), Lambayeque, Peru, América do
Sul.

Amostras depositadas: Holotipo, MUSM 4883; 4 paratipos, MUSM 4884a-d; 1
paratipo, CHIOC 39756.

Etimologia: Esta espécie ¢ nomeada em homenagem ao Dr. Manuel Tantalean Vidaurre
(Universidade Nacional de San Marcos, Peru) (in memoriam) em reconhecimento a sua
valiosa contribui¢do para a parasitologia peruana.

Comentarios:

Rhamnocercus tantaleani caracteriza-se principalmente por seu OCM, que ¢ tubular
e reto, tendo a extremidade distal do tubo externo bifurcada (ramo direito bem expandido
e ramo esquerdo estreito) e a extremidade distal do tubo interno envolta pelo ramo
esquerdo do tubo externo. Rhamnocercus tantaleani mais se assemelha a R. rimaci por
ter uma barra ventral quase em forma de bumerangue e um OCM longo e reto. No entanto,
a nova espécie difere de R. rimaci por ter barras dorsais com a extremidade lateral nao
bilobada (barras dorsais com a extremidade lateral bilobada em R. rimaci) e pelo tamanho
do OCM (57-62 na nova espécie vs 40-47 em R. rimaci). Além disso, a nova espécie
difere de R. rimaci por ter as ancoras dorsais com eixo reta (dncoras dorsais com eixo
curvo em R. rimaci).
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Figura 23. Rhamnocercus rimaci das branquias de Stellifer minor. A. Ancora ventral. B.
Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinhos acessorios
haptorais ao nivel da barra ventral. G. Espinho peduncular. H. Orgdo copulador

masculino.
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Figyra 24. Rhamnocercus tantaleani das branquias de Stellifer minor. A. Ancora ventral.
B. Ancora dorsal. C. Barra ventral. D. Barra dorsal. E. Gancho. F. Espinhos acessorios
haptorais ao nivel da barra ventral. G. Espinho peduncular. H. Orgio copulador

masculino.
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4. DISCUSSAO

Até o momento, apenas 3 das 21 espécies validas de Cynoscion listadas por FROESE
e PAULY (2021) foram relatadas como hospedeiras de diplectanideos: D. bilobatum de
Cynoscion nebulosus (Cuvier) do Golfo do México, D. monticellii de Cynoscion
leiarchus (Cuvier) no Brasil, e D. squamatum Santos, Timi & Gibson, 2002 das branquias
de Cynoscion guatucupa na Argentina (HARGIS, 1955; SANTOS et al.,, 2002;
DOMINGUES e BOEGER, 2003, 2008; MENDOZA FRANCO et al., 2013). Todas essas
espécies de Diplectanum foram consideradas como incertae sedis por DOMINGUES e
BOEGER (2008).

Diplectanum bilobatum e D. monticellii possuem um OCM semelhante ao Cy.
sanmarci com base em forma de manga levemente esclerotizada, sem peca acessoria.
Além disso, essas espécies possuem ancoras ventrais com raizes bem desenvolvidas,
esquamodisco dorsal e ventral com fileiras anteriores de ossiculos com anéis abertos,
reservatorio prostatico simples e auséncia de 6rgao copulador acessorio, caracteristicas
incluidas no diagnoéstico de Cynoscionella, apoiando a transferéncia aqui de D. bilobatum
e D. monticellii para Cynoscionella como Cy. bilobatum (Hargis, 1955) n. comb. e Cy.
monticellii (Domingues & Boeger, 2003) n. comb., respectivamente. Cynoscionella
também ¢ caracterizada por ter um poro genital lateral & OCM e um atrio genital
esclerotizado. HARGIS (1955) relatou que o poro genital de Cy. bilobatum n. comb. esta
proximo a extremidade distal do OCM (“near cirrus tip”) e em seu desenho de Cy.
bilobatum n. comb., este recurso ¢ representado ligeiramente lateral ao OCM.
DOMINGUES e BOEGER (2003) mencionaram que o poro genital de Cy. monticelli n.
comb. ¢ posterior ao OCM. No entanto, esta caracteristica ndo foi ilustrada por
DOMINGUES e BOEGER (2003) e nao pode ser confirmada nos espécimes-tipo
disponiveis, precisando ser verificada através do estudo de espécimes recém-coletados.
Por outro lado, a natureza do atrio genital (muscular ou esclerotizado) nao foi mencionada
na descri¢do original de Cy. bilobatum n. comb. e Cy. monticelli n. comb. nem na
redescri¢do de Cy. bilobatum n. comb. realizado por MENDOZA FRANCO et al. (2013).
Cynoscionella sanmarci pode ser facilmente diferenciado de Cy. bilobatum n. comb. e
Cy. monticelli n. comb. pela morfologia do OCM (em forma de clava com porg¢ado distal
em forma de gancho e base anelada) e da barra ventral (com conspicua constricao
anteromedial).

Diplectanum squamatum se assemelha a Cy. bilobatum n. comb., Cy. monticellii n.
comb., e Cy. sanmarci por apresentarem uma OCM sem pega acessOria, as ancoras
ventrais com raizes bem desenvolvidas, esquamodisco dorsais e ventrais com fileiras
anteriores de ossiculos com anéis abertos e auséncia de 6rgao copulador acessorio (Santos
et al., 2002). No entanto, D. squamatum difere das espécies de Cynoscionella por possuir
um OCM esbelto e tubular sem base em forma de manga levemente esclerotizada (OCM
com base em forma de manga levemente esclerotizada no novo género) e um reservatorio
prostatico separado em trés zonas (um reservatorio prostatico simples em Cynoscionella
spp.). Esta espécie poderia eventualmente ser removida de Diplectanum e um novo
género poderia ser proposto para atribuir D. squamatum. Este € o primeiro dado sobre os
parasitas de C. phoxocephalus, um peixe pouco conhecido, mas popular nos mercados
locais do norte do Peru.

Rhamnocercoides, conforme alterado por CHERO et al. (2017), distingue-se de
outros géneros de diplectanideos que ocorrem em peixes cienideos marinhos por uma
combinacdo de caracteres que incluem a morfologia do 6rgdo copulador masculino
(composto por dois tubos aninhados, sem peca acessoria), barra ventral (com constricao
anteromedial e postero-medial) e o haptor possuindo diferentes tipos de espinhos
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acessorios do haptor (espinhos aciculares do haptor com a porg¢ao distal aguda, espinhos
aciculares com a por¢ado distal bifida e espinhos aciculares com a porcao distal em forma
de gancho) (CHERO et al., 2017). Rhamnocercoides menticirrhi ¢ a Unica espécie
conhecida descrita no género e foi descrita de M. ophicephalus coletado no Peru (LUQUE
e IANNACONE, 1991; CHERO et al., 2017). Rhamnocercoides lambayequensis de M.
elongatus do Peru ¢ a segunda espécie descrita em Rhamnocercoides e representa a
primeira espécie de parasito descrita de M. elongatus, um peixe pouco estudado em
relacdo aos seus parasitos (COHEN et al., 2013; LUQUE et al., 2016; MENDOZA -
GARFIAS et al., 2017). Com base neste ¢ em outros relatos anteriores (LUQUE e
IANNACONE, 1991; CHERO et al., 2017), espécies de Rhamnocercoides sao
confirmadas como parasitos naturais de branquias de peixes cienideos pertencentes a
Menticirrhus e aparentemente restritos ao Pacifico Oriental.

Seis novas espécies de Rhamnocercus parasitando quatro hospedeiros cienideos
marinhos na América do Sul sdo descritas aqui, aumentando para 12 as espécies existentes
no género (Chero et al., 2017). Atualmente, espécies de Rhamnocercus foram descritas
infectando as branquias de peixes cienideos do Peru (trés espécies), EUA (duas espécies)
e Venezuela (uma espécie) (Chero et al., 2017). Os caracteres primarios utilizados para
diagnosticar espécies de Rhamnocercus estdo associados ao OCM e aos espinhos
acessoOrios haptorais ao nivel da barra ventral (DOMINGUES e BOEGER, 2006). Da
mesma forma, as novas espécies aqui descritas sdo diferenciadas principalmente das
demais espécies de Rhamnocercus pela morfologia do OCM. No entanto, a espécie R.
chaskae e R. fasciatum mostraram semelhan¢a morfologica definida em seu OCM com
R. rhamnocercus, a espécie-tipo do género, mas podem ser diferenciados de R.
rhamnocercus pela morfologia dos espinhos acessorios haptorais ao nivel da barra
ventral. Provavelmente, essa semelhanga morfologica do OCM de R. chaskae, R.
fasciatum e R. rhamnocercus € indicativo da historia coevolutiva dos parasitos e seu
hospedeiro.

O Peru possui uma extraordinaria diversidade de peixes marinhos, mas sdo poucos os
hospedeiros de peixes que possuem algum estudo parasitologico. Até o momento, os
monogenéticos de peixes marinhos, assim como outros grupos de parasitos, foram pouco
explorados (CRUCES et al., 2018, 2020, 2021). Atualmente, seis espécies de
diplectanideos em peixes marinhos foram relatadas no Peru (LUQUE et al., 2016;
CHERO et al., 2017, 2021). No presente relato, cinco espécies de diplectanideos
atribuidas a Rhamnocercus sao descritas de cienideos marinhos no Peru, aumentando
assim o numero de espécies de diplectanideos marinhos para 11. Cinco espécies nao
descritas de Diplectanidae também foram relatadas parasitando as branquias de cienideos
marinhos no Peru (LUQUE et al., 2016, CHERO et al., 2021), evidenciando que a
diversidade de espécies de diplectanideos ainda nao ¢ totalmente conhecida no Peru.

Trés espécies de Rhamnocercus foram descritas anteriormente no Peru, R. dominguesi
infectando as branquias de P. peruanus e R. oliveri e R. stelliferi infectando S. minor
(CHERO et al., 2017). Agora, existem oito espécies de Rhamnocercus descritas do Peru,
mas R. oliveri e R. stelliferi precisam ser redescritas (DOMINGUES e BOEGER, 2006).
Os exemplares-tipo de R. oliveri e R. stelliferi, que foram depositados na CHURP,
desapareceram e os unicos exemplares disponiveis no MUSM (espécimes voucher) estao
em mau estado. Assim, novos espécimes-tipo (nedtipo e paraneotipos) de ambas as
espécies precisam ser designados. No presente trabalho, duas novas espécies de
Rhamnocercus (R. rimaci e R. tantaleani) foram descritas de S. minor, hospedeiro-tipo
de R. oliveri e R. stelliferi. Essas duas novas espécies diferem de R. oliveri e R. stelliferi
principalmente pela morfologia do OCM.
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Pareques lanfeari (Barton), hospedeiro de R. chacllae e R. chaskae, ¢ um peixe
demersal endémico do Pacifico Oriental (CHIRICHIGNO e CORNEJO, 2001), pouco
conhecido, mas popular nos mercados locais do norte do Peru. Apesar disso, estudos
sobre seus parasitos metazodrios sdo desconhecidos (LUQUE et al., 2016). Portanto, o
presente estudo representa os primeiros dados sobre os parasitos de P. lanfeari.

KOHN et al. (1989) relataram infecgdes de R. rhamnocercus nas branquias da
corvina, Micropogonias furnieri (Desmarest) no Brasil. Uma andlise dos desenhos
fornecidos por KOHN et al. (1989) indica que eles foram identificados erroneamente.
DOMINGUES ¢ BOEGER (2006) examinaram os espécimes depositados como R.
rhamnocercus no CHIOC e observaram que esses espécimes provavelmente representam
uma espécie nao descrita de Rhamnocercus. Assim, R. micros da corvina, Nebris microps
Cuvier ¢ a primeira espécie descrita de Rhamnocercus no Brasil.
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CONCLUSOES GERAIS
A fauna de monogenéicos parasitos em peixes marinhos ¢ rica e diversa; das
13 espécies de parasitos analisadas 12 se mostraram desconhecidas pela
ciéncia e trés novos géneros foram propostos.
Foram geradas novas sequéncias genéticas, depositadas no GenBank, para
Hypanocotyle bullardi e Rhinobatonchocotyle pacifica (Hexabothriidae) e
Loimopapillosum pascuali (Monocotylidae).

A diagnose da subfamilia Dasibatotreminae (Monocotylidae) foi emendada.

A familia Loimoidae foi rejeitada e foi incluida como uma subfamilia nos
Monocotylidae.

O conhecimento atual sobre os diplectanideos parasitos em peixes marinhos
no Peru (considerando a riqueza da fauna ictioldgica local) ¢ incipiente, sendo
que apenas 13 espécies, incluindo as espécies aqui estudadas, sdo conhecidas.

O presente trabalho descreve a primeira espécie de Rhamnocercus no Brasil.

Chaves para os géneros da familia Hexabotriidae, as espécies do género
Heterocotyle e Rhamnocercus foram geradas.
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