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A vida é uma peca de teatro que nao permite ensaios. Por isso, cante, chore, dance, ria e viva
intensamente, antes que a cortina se feche e a peca termine sem aplausos.

(Autoria Desconhecida)
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RESUMO

MACHADO, Arthur Bessi. Taxonomia integrativa e aspectos histolégicos de quatro
espécies da superfamilia Hemiuroidea Looss, 1899 (Platyhelminthes: Digenea:
Hemiurata) parasitos de Chaetodipterus faber (Broussonet, 1782) (Acanthuriformes:
Ephippidae) do litoral do estado do Rio de Janeiro, Brasil. 2024. 73p.. Dissertacéo
(Mestrado em Biologia Animal, Biodiversidade Animal). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro, 2024.

A superfamilia Hemiuroidea Looss, 1899 é composta por espécies parasitos principalmente de
teledsteos marinhos. Chaetodipterus faber (Broussonet, 1782), popularmente conhecido como
enxada ou paru, é um teledsteo marinho, sendo o Unico representante da familia Ephippidae que
ocorre no Atlantico Ocidental. A taxonomia integrativa é caracterizada pelo uso de diferentes
abordagens metodologicas no estudo das espécies. O objetivo do presente trabalho &
caracterizar, através de analises em microscopias Optica e eletrdnica de varredura, histologica e
molecular, quatro hemiurodideos coletados de C. faber proveniente do litoral do estado do Rio
de Janeiro: Aponurus laguncula, Lecithocladium excisum, L. chaetodipteri e Prosogonotrema
bilabiatum. Além disso, é registrado um novo hospedeiro para L. excisum. Os espécimes foram
corados em carmim cloridrico e hematoxilina e eosina e tricrbmico de Gomori para,
respectivamente, analise em microscopia optica e histoldgica. Na analise molecular, 0 DNA
extraido foi amplificado com o uso do primer para 28S parcial. As analises filogenéticas foram
performadas através da maxima verossimilhanca e inferéncia Bayesiana. No geral, os dados
morfométricos e morfoldgicos observados variaram de acordo com as descri¢fes prévias das
espécies. Entretanto, para algumas caracteristicas e estruturas foram observados maiores
valores e/ou novas conformacdes que ndo haviam sido anteriormente reportadas. As analises
de microscopia eletronica de varredura e histologia corroboraram as observacfes feitas na
microscopia Optica e também permitiram a descricdo e discussdo de novas caracteristicas e
estruturas. Os altos valores de suporte de nos observados nas topologias resultantes da analise
filogenética endossaram a identificacdo das espécies coletadas. Desta forma, o presente trabalho
contribui para o avango no preenchimento da lacuna sobre a diversidade ictioparasitoldgica do

litoral brasileiro, através de uma perspectiva integrativa do estudo das espécies.

Palavras-chave: trematddeos digenéticos; Chaetodipterus faber; taxonomia integrativa.
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ABSTRACT

MACHADO, Arthur Bessi. Integrative taxonomy and histological aspects of four species of
the superfamily Hemiuroidea Looss, 1899 (Platyhelminthes: Digenea: Hemiurata)
parasites of Chaetodipterus faber (Broussonet, 1782) (Acanthuriformes: Ephippidae) from
the coast of the state of Rio de Janeiro, Brazil. 2024. 73p.. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Animal, Biodiversidade Animal). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde,
Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro, 2024.

Superfamily Hemiuroidea Looss, 1899 is composed of parasitic species mainly of marine
teleosts. Chaetodipterus faber (Broussonet, 1782), popularly known as Atlantic spadefish, is a
marine teleost, being the only representative of the Ephippidae family in the Western Atlantic.
Integrative taxonomy is characterized by the use of different methodological approaches in the
study of species. The objective of the present work is to characterize, through optical and
scanning electron microscopy, histological and molecular analyses, four hemiuroids collected
from C. faber from the coast of the state of Rio de Janeiro: Aponurus laguncula, Lecithocladium
excisum, L. chaetodipteri and Prosogonotrema bilabiatum. Furthermore, a new host for L.
excisum is recorded. The specimens were stained with hydrochloric carmine and hematoxylin
and eosin and Gomori trichrome for, respectively, optical microscopy and histological analysis.
In molecular analysis, the extracted DNA was amplified using the 28S partial primer.
Phylogenetic analyses were performed using maximum likelihood and Bayesian inference. In
general, the morphometric and morphological data observed varied according to previous
descriptions of the species. However, for some characteristics and structures, higher values
and/or new conformations were observed that had not been previously reported. Scanning
electron microscopy and histology analyses corroborated the observations made in optical
microscopy and also allowed the description and discussion of new characteristics and
structures. The high node support values observed in the topologies resulting from the
phylogenetic analysis endorsed the identification of the collected species. In this way, the
present work contributes to progress in filling the gap regarding the ichthyoparasitological

diversity of the Brazilian coast, through an integrative perspective of the study of the species.

Keywords: digenetic trematodes; Chatodipterus faber; integrative taxonomy.
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1 INTRODUCAO

A superfamilia Hemiuroidea Looss, 1899 compreende espécies que Ssdo
predominantemente parasitos de peixes, em especial os teledsteos marinhos (GIBSON &
BRAY, 1979; GIBSON et al., 2002). Existem varias caracteristicas que estdo presentes nas
espécies pertencentes a essa superfamilia, como por exemplo: poro genital localizado na regido
média da parte ventral da regido anterior do corpo; ductos masculino e feminino que se fundem
e formam um ducto hermafrodita que geralmente possui um 6rgdo intromitente e um saco
muscular circundante; auséncia de pré-faringe; auséncia de espinhos no tegumento; e vesicula
excretora em forma de “Y” (GIBSON et al., 2002). Em 1899, Looss reconheceu Hemiuroidea
como subfamilia. A classificagdo como superfamilia ocorreu em 1923, por Dolfus (GIBSON et
al., 2002). Didymozooidea Poche, 1907, Azygioidea Lihe, 1909, Accacoelioidea Odhner, 1911
e Isoparorchioidea Travassos, 1922 sdo sinonimias de Hemiuroidea Looss, 1988 (GIBSON &
BRAY, 1979; GIBSON et al., 2002). Gibson & Bray (1979) reconheceram 14 familias em
Hemiuroidea e, atualmente, a superfamilia é constituida por 15 familias (WORMS, 2023).

Apesar do litoral brasileiro abrigar uma alta diversidade ictioldgica (REIS et al., 2016),
com aproximadamente 1250 espécies registradas (FISHBASE, 2023), a literatura cientifica
sobre a diversidade dos possiveis parasitos dessa diversidade de peixes ainda é defasada e
apresenta lacunas (BRAY et al., 2016; PANTOJA & KUDLAI, 2022; PANTOJA et al., 2022).
Essa defasagem se deve as discrepancias nos esforcos e cobertura geografica abrangida nos
estudos que tém como alvo essa temética (BRAY et al.,, 2016). E mesmo com essa
subnotificacdo, existem indicios de que os trematddeos digenéticos sdo o grupo de parasitos
que apresenta a maior biodiversidade no litoral do Brasil (LUQUE et al., 2017; KOHN et al.,
2007).

Chaetodipterus faber (Broussonet, 1782) (Acanthuriformes: Ephippidae), popularmente
conhecido como enxada ou paru, € um peixe marinho que ocorre em aguas litoraneas do
Atlantico Ocidental, de Nova Inglaterra (Estados Unidos) até o Rio Grande do Sul (Brasil). E
0 Unico representante da familia Ephippidae que existe nessa regido. Essa espécie habita
profundidades de 1 a 40 metros e regides de baias, estuarios, manguezais, rios em localidades
costeiras e em fundos de areia e cascalho. Podem formar cardumes e apresentam habito pelagico
ou semipelagico. Esse peixe possui um habito alimentar generalista: algas; de pequenos a
grandes invertebrados; ascidias; e peixes. Sua época reprodutiva ocorre no verao, em regides
de mar aberto. (BELL, 2005; CARVALHO FILHO, 1992; HAYSE, 1990; MANRIQUE et al.,
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1990; MENEZES et al., 2003; MENEZES & FIGUEIREDO, 1985; NELSON, 2006). Embora
possua uma carne apreciavel para 0 consumo, sua presenca em comeércios pesqueiros é casual.
Sua pesca esportiva e recreacional ¢ muito praticada, facilitada pelos habitos alimentares,
reprodutivos e populacionais do peixe (BELL, 2005; CARVALHO FILHO, 1992,
MANRIQUE et al., 1990; MENEZES & FIGUEIREDO, 1985; SOETH et al., 2019). A lista
vermelha de espécies ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza
(TUCN) classifica o risco de extincdo de C. faber como pouco preocupante (DOOLEY, 2015).

Chaetodipterus faber ja foi alvo de estudos no Brasil sobre sua fauna parasitoldgica de
trematddeos digenéticos por Kohn (1966), Amato (1982), Amato (1983), Fernandes et al.
(1985), Wallet & Kohn (1987), Cezar & Luque (1999). Kohn et al. (2007), com base na
literatura disponivel, registraram as seguintes espécies como parasitos desse hospedeiro:
Aponurus laguncula Looss, 1907, Diplomonorchis catarinenses Amato, 1982, Lecithocladium
chaetodipteri Amato, 1983, Multitestis inconstans (Linton, 1905) Manter, 1931, Multitestis
rotundus Sparks, 1954, Multitestoides brasiliensis Amato, 1983, Neomegasolena chaetodipteri
Siddigi & Cable, 1960, Prosogonotrema bilabiatum Vigueras, 1940 e Vitellibaculum spinosum
(Siddigi & Cable, 1960) Durio & Manter, 1968.

A taxonomia integrativa se caracteriza pelo uso de diferentes abordagens, morfologica,
molecular, ecoldgica, histologica, entre outras, no estudo das espécies (PADIAL et al, 2010).
Para Dayrat (2005), a biodiversidade, devido a sua natureza complexa, deve ser analisada
através de abordagens variadas que se integrem. Ainda, a aplicacdo de metodos integrativos
permite que cientistas que trabalham com diferentes perspectivas possam ter um dialogo mais
facilitado e integrador. Um embate emerge entre cientistas “tradicionais” e aqueles que se usam
dessas abordagens integrativas para realizar estudos sobre espécies e outros tdxons: a reducao
da aceitabilidade de trabalhos com abordagens exclusivamente morfologicas, devido a crenca
de que tal préatica limita a definicdo de espécies e demais taxons. Entretanto, deve-se enxergar
o0 uso de diferentes abordagens no estudo taxonémico como fontes que se complementam para
chegar a um resultado final (BUENO-SILVA, 2012).

O uso de perspectivas moleculares no estudo taxondmico proporcionou uma variedade
de dados para o estudo filogenético, com a proposicdo de caracteres que podem ser utilizados
em comparacdes mais amplas (SEBERG et al, 2003). As regifes altamente conservadas de
genes ribossomais e 0 seu nimero de copias no genoma tornaram esses genes marcadores
tradicionais para estudos moleculares em digenéticos (PERKINS et al., 2011; GRACA et al.,
2016; TOLEDO & FRIED, 2016; CHAN et al., 2021). Marcadores ribossémicos permitem o
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reconhecimento de espécies e de outros td&xons (ALAMA-BERMEJO et al, 2011; GRACA et
al, 2016; TOLEDO & FRIED, 2016). Segundo Hillis & Bull (1993) e Tandon et al. (2007), em
andlises filogenéticas, um valor de suporte de n6s em arvores filogenéticas igual ou superior a
70 sugere um agrupamento de clados forte e robusto.

O objetivo do presente trabalho é realizar uma descricdo com base na taxonomia
integrativa das seguintes espécies de parasitos coletados de C. faber, proveniente do litoral do
estado de Rio de Janeiro, Brasil: Aponurus laguncula Looss, 1907, Lecithocladium excisum
(Rudolphi, 1819) Luhe, 1901, L. chaetodipteri Amato, 1983 e Prosogonotrema bilabiatum
Vigueras, 1940. A abordagem integrativa foi realizada com o uso das microscopias Optica e
eletronica de varredura (MEV), histologia e analises moleculares e filogenéticas, com
marcadores para 28S. Desta forma, contribuindo para a lacuna presente na literatura cientifica
sobre o estudo da diversidade ictioparasitologica do litoral brasileiro. Além disso, € reportado

um novo registro de hospedeiro para L. excisum.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta de parasitos e anélise morfolégica

Trinta e sete espécimes de C. faber foram obtidos com pescadores locais de Cabo Frio,
estado do Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil, durante 0 més de outubro de 2022. Os peixes foram
identificados segundo Menezes & Figueiredo (1985). O lIimen intestinal dos peixes foi lavado
com o uso de peneiras de malha com poros de 150um de didmetro e o contetdo foi colocado
em placa de Petri e examinado em microscépio estereoscOpio para coleta de parasitos. Os
espécimes de parasitos encontrados foram conservados em alcool 70°, formalina 10% e alcool
absoluto para, respectivamente, analise em microscopia (6ptica e eletronica de varredura),
histologia e molecular. A terminologia morfoldgica usada seguiu Gibson et al. (2002).

Para analise em microscopia Optica, os parasitos foram corados em carmim cloridrico
segundo Amato et al. (1991) modificado. Os espécimes foram clarificados em Eugenol (6leo
de cravo) e montados em laminas permanentes com balsamo do Canada. As fotomicrografias e
medidas foram obtidas com o microscopio 6ptico binocular Olympus™ BX51 e o software
Olympus cellSens Standard. As medidas estdo em micrometros (um). A variacao dos valores
(menor e maior valor obtido) é seguida pela média dos valores, entre parénteses.

Na analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV), os espécimes dos parasitos
foram preparados através do processo de desidratacdo em série alcodlica (etanol) crescente,
secos em ponto critico com dioxido de carbono e pulverizados com p6 de ouro. As amostras
foram examinadas através do microscopio JEOL™ JSM-6390 (Téquio, Japdo) na Plataforma
de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC), Rio de Janeiro,

Brasil.

2.2 Processamento histologico

O processamento histologico seguiu o protocolo estabelecido por Abrahamsohn (2016)
modificado. Espécimes fixados em formalina 10% foram clivados, encaminhados para
processamento histoldgico de rotina e mergulhados em parafina histolégica. O material foi
seriado em cortes de Sum de espessura em segdes transversal e longitudinal com o0 uso do
microtomo. As laminas foram hidratadas em uma sequéncia crescente de concentracéo

alcoolica (etanol). Espécimes de Prosogonotrema bilabiatum foram corados em hematoxilina
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e eosina (HE) e tricrébmico de Gomori (TG). Espécimes de Aponurus laguncula, Lecithocladium
excisum e L. chaetodipteri foram corados em hematoxilina e eosina (HE). As laminas coradas
foram desidratadas em uma sequéncia decrescente de concentragdo alcoodlica (etanol),

clarificadas em xilol e montadas em laminas permanentes com Entellan.

2.3 Anélises molecular e filogenética

O QIAamp® DNA mini kit foi utilizado para extracdo do DNA dos parasitos, de acordo
com o protocolo estabelecido pelo fabricante. O DNA foi amplificado com o primer 28S
(subunidade ribossomal maior) parcial D1-D3, com trés pares de reacGes: LSU5 (forward) e
ECD2 (reverse); LSU5 (forward) e 1200R (reverse); e LSU5S (forward) e 1500R (reverse)
(PANKOQV et al., 2006). O PCR foi realizado em reagfes de volume de 25uL, cada uma
contendo 12,5uL. de PCR Master Mix da Promega Corporation (50 units/mL Taq DNA
polimerase, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP e 3 mM MgCly),
0,5uL do primer forward, 0,5uL do primer reverse, 8,5 uL de agua ultrapura e 3uL do DNA
extraido. O processo de ciclagem do PCR foi feito no termociclador Bio-Rad T100™, sob o
seguinte tempo de ciclagem: um ciclo de 95°C durante 2 minutos; 30 ciclos de 95°C durante 1
minuto, 56°C durante 1 minuto e 72°C durante 2 minutos; um ciclo de 95°C durante 1 minuto,
55°C durante 45 segundos e 72°C durante 4 minutos. Posteriormente, as amostras foram
mantidas a uma temperatura de 4°C até serem retiradas do termociclador. As amostras
resultantes do PCR foram purificadas com o kit de purificacdo de PCR da Qiagen QIAquick®,
segundo as instrucdes do protocolo do fabricante.

O material amplificado foi sequenciado no Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, cidade de Foster, California). As amostras foram sequenciadas
através de um analisador de DNA ABI 3730 da subunidade RPTO1A para sequenciamento de
DNA da Plataforma de Servi¢o Tecnoldgico do 10C, Rio de Janeiro. Os fragmentos resultantes
foram unidos em sequéncias contigs’ e editados no software Geneious R9.1 (KEARSE et al.,
2012) para eliminar qualquer ambiguidade e construir as sequéncias consenso. Essas sequéncias
foram depositadas no banco de dados do GenBank.

O software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versao 11 (TAMURA
et al., 2021) conduziu a reconstrucéo filogenética baseada na maxima verossimilhanca (ML).

Os modelos de substituicdo de nucleotideo foram: Tempo Geral Reversivel (GTR) e as taxas

! Contigs é uma sequéncia de DNA resultante da sobreposi¢do de sequéncias menores do DNA sequenciado.
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entre campos foram gama distribuidos para A. laguncula, L. excisum e L. chaetodipteri; e
Kimura 2-parametros e as taxas entre os campos foram gama distribuidos para P. bilabiatum.
Foi utilizado o método com mil replicagdes para o teste de filogenia. A inferéncia Bayesiana
(BI) foi realizada com a ferramenta MrBayes versdo 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012) em
XSEDE, através da plataforma CIPRES Science Gateway (MILLER et al., 2010).

Para a analise molecular foram utilizadas sequéncias de 28S com mil pares de bases
(PB) ou mais de espécies da superfamilia Hemiuroidea disponiveis no GenBank. A tabela 1
apresenta as sequéncias utilizadas na analise molecular de Aponurus laguncula e
Lecithocladium excisum e L. chaetodipteri. A tabela 2 apresenta as sequéncias utilizadas na
andlise de Prosogonotrema bilabiatum.



Tabela 1. Espécimes incluidos nas analises moleculares de A. laguncula e L. excisum e L. chaetodipteri, nimeros de acesso no GenBank, hospedeiros, localidade e

referéncias.

NUmero de
Familia Espécie Acesso no Hospedeiro Localidade Referéncia
GenBank
Aphanurus mugilus Tang, 1981 LT607809 Osteomugil engeli (Bleeker) (Mugilidae) Vietnd Atopkin et al. (2017)
Brachyphallusocdrrelzs:uiés; dolphi, 1802) MH628299 Salvelinus leucomaenis (Pallas) (Salmonidae) Oceano Pacifico Ocidental ~ Sokolov et al. (2019)
Dinosoma synaphobranchi Yamaguti, 1938 MH628304 Antimora microlepis Bean (Moridae) Oceano Pacifico Ocidental ~ Sokolov et al. (2019)
Dinurus longisinus Looss, 1907 AY222202 Coryphaena hippurus Linnaeus (Coryphaenidae) Jamaica Olson et al. (2003)
Ectenurus virgula Linton, 1910 0OP918121  Decapterus punctatus (Cuvier) (Carangidae) Brasil Pantoja & Kudlai (2022)
Hemiurus appendiculatus (Rudolphi, 1802) KR349121 Alosa fallax (Lacepéde) (Alosidae) Peninsula Ibérica Bao et al. (2015)
Looss, 1899
Hemiurus luehei Odhner, 1905 MH628316 Ophidion rochei Miller (Ophidiidae) Russia Sokolov et al. (2019)
Lecithochirium caesionis Yamaguti, 1942 AY222200 Caesio cuning (Bloch) (Caesionidae) Australia Olson et al. (2003)
Lecithochirium floridense (Manter, 1934) Syacium papillosum (Linnaeus) L Vidal-Martinez et al.
Crowcroft, 1946 MKS58793 (Paralichthyidae) Mexico (2019)
o Lecithochirium microstomum Chandler, KC985235  Trichiurus lepturus Linnaeus (Trichiuridae) Estados Unidos Calhoun et al. (2013)
Hemiuridae 1935
Lecithochirium muraenae Manter, 1940 OP918128 Gymnothorax vicinus (Castelnau) (Muraenidae) Brasil Pantoja & Kudlai (2022)
Lecithochirium synodi Manter, 1931 0OP918132 Pseudopercis nur.mda. er_anda Ribeiro, 1903 Brasil Pantoja & Kudlai (2022)
(Pinguipedidae)
LeC|thocIadlumf;ﬁ;suln;o(lRudolph|, 1819) AY222203  Scomber scombrus Linnaeus (Scombridae) Reino Unido Olson et al. (2003)
Myosaccium ecaude Montgomery, 1957 0P918123 Sardinella braS|I|en5|s_(Ste|ndachner) Brasil Pantoja & Kudlai (2022)
(Dorosomatidae)
Parahemiurus merus (L inton, 1910) 0OP918125 Harengula clupeola (Cuvier) (Dorosomatidae) Brasil Pantoja & Kudlai (2022)
Manter, 1940
Plerurus digitatus (Looss, 1899) Looss, AY222201 Scomberomorus commerson (Lacepede) Australia Olson et al. (2003)
1907 (Scombridae)
Pulmovermis cyanovitellosus Coil & MH628314 Laticauda semifasciata (Reinwardt) (Elapidae) Japdo Sokolov et al. (2019)
Kuntz, 1960
Tubulovesicula laticaudi Parukhin, 1969 OR209733  Hydrophis cyanocinctus Daudin (Elapidae) Sri Lanka Martin et al. (2023)




Tabela 1. Espécimes incluidos nas analises moleculares de A. laguncula e L. excisum e L. chaetodipteri, nimeros de acesso no GenBank, hospedeiros, localidade e

referéncias (continuacéo).

Numero de Acesso

Familia Espécie no GenBank Hospedeiro Localidade Referéncia
Aponurus laguncula Looss, 1907 0Q676198 Trachinotus rhodopus Gill (Carangidae) México Martme(zz-(l)zzlgges etal.
Rh li i .
Aponurus laguncula Looss, 1907 KU527430 omboplites ayro_rubens (Cuvier) Estados Unidos  Claxton et al. (2017)
(Lutjanidae)
Aponurus mulli Carreras-Aubets, Repulles-Albelda, . . Carreras-Aubets et al.
Kostadinova & Carrasson, 2011 HQ713441 Mullus barbatus Linnaeus (Mullidae) Espanha (2011)
Aponurus sp. Looss, 1907 DQ354368 Mullus surmuletus Linnaeus (Mullidae) Espanha Pankov et al. (2006)
. Acanthogobius flavimanus (Temminck - .
Lecithaster confusus Odhner, 1905 MH625976 & Schlegel) (Gobiidae) Rdssia Atopkin et al. (2018)
Lecithaster gibbosus (Rudolphi, 1802) Liihe, 1901 AY222199 Merlangius ?“g;?gg:)s (Linnaeus) Reino Unido  Olson etal. (2003)
. . . Lo Di ich iN -
Lecithaster micropsi Zdzitowiecki, 1992 MH628305 Issostichus mavv.s.onl orman Oceano Antérctico Sokolov et al. (2019)
. . (Nototheniidae)
Lecisthasteridae
Lecithaster mugilis Yamaguti, 1970 LN865021 Valamugil seheli (Forsskal) (Mugilidae) Vietnd Besproz(\;%nln%kh etal.
Lecithaster salmonis Yamaguti, 1934 MH625981 Hypomesus Japon!cus (Brevoort Japdo Atopkin et al. (2018)
(Osmeridae)
Lecithaster sayori Yamaguti, 1938 MH625977 Hemirhamphus m argln.atus (Forsskal) Vietnd Atopkin et al. (2018)
(Hemiramphidae)
Lecithaster Luhe, 1901 sp. MH625978 Siganus fusgesce_ns (Houttuyn) Vietnd Atopkin et al. (2018)
(Siganidae)
Lecithaster sudzuhensis Besprozvannykh, Atopkin, Besprozvannvkh et al
Ngo, Ermolenko, Van Ha, Van Tang & Beloded, LN865024 Mugil cephalus Linnaeus (Mugilidae) Russia P (2017); '
2016
. Alepocephalus bairdii Goode & Bean Nordeste do Oceano
Lecithophyllum botryophorum (Olsson, 1868) AY222205 (Alepocephalidae) Atlantico Olson et al. (2003)
i Saturnius gibsoni Marzoug, Rima, Boutiba, KJ010542 Mugil cephalus Linnaeus (Mugilidae) Argélia Marzoug et al. (2014)
BC;mocotyItldae Georgieva, Kostadinova & Pérez-del-Olmo, 2014 gicep g g g '
rupo externo
(Grupo ex ) Saturnius Manter, 1969 sp. DQ354366 Mugil cephalus Linnaeus (Mugilidae) Espanha Pankov et al. (2006)




Tabela 2. Espécimes incluidos nas analises moleculares de P. bilabiatum, nimeros de acesso no GenBank, hospedeiros, localidade e referéncias.

Numero de Acesso

Familia Espécie no GenBank Hospedeiro Localidade Referéncia
Allogenarchopsis problematica (Faust, Semisulcospira reiniana (Brot) x
1924) Urabe & Shimazu, 2013 MH628313 (Semisulcospiridae) Japao Sokolov etal. (2019)
Derogenes lacustris Tsuchida, Flores, Galaxias maculatus (Jenyns) . .
Viozzi, Rauque & Urabe, 2021 LC586090 (Galaxiidae) Argentina Tsuchida et al. (2021)
Derogenes varicus (Muller, 1784) Hippoglossoides platessoides . .
Looss, 1901 AY222189 (Fabricius) (Pleuronectidae) Reino Unido Olson etal. (2003)
Derogenidae sp. Chameleon Nicoll, KX759627 Chamaeleo dllep_ls Leach Africa Subsaariana Collicutt et al. (2017)
1910 (Chamaeleonidae)
. Genarchella pichileufuensis Tsuchida I_—|atcheria macraei (Girard_) . .
Derogenidae Sk ; LC630951 (Trichomycteridae) e Salmonidae Argentina Tsuchida et al. (2021)
Urabe, Viozzi, Rauque & Flores, 2021 . .
Jarocki or Schinz spp.
Genarchopsis chubuensis Shimazu, Rhinogobius flumineus (Mizuno) x
2015 MH628311 (Gobiidae) Japédo Sokolov et al. (2019)
. . Channa punctatus (Bloch) -
Genarchopsis goppo Ozaki, 1925 KX344073 (Channidae) India Chaudhary et al. (2016)
Thometrema lotzi Curran, Overstreet & Lepomis microlophus (Guinther) .
Font, 2002 KC985236 (Centrarchidae) Estados Unidos Calhoun et al. (2013)
Thometrema patagonica (Szidat, 1956) Percichthys trucha (Valenciennes) . .
L unaschi & Drago, 2001 LC586091 (Percichthyidae) Argentina Tsuchida et al. (2021)
Prosogonotrema bilabiatum Vigueras, AY222191 Caesio cuning (Bloch) Australia Olson et al. (2003)
. . 1940 (Caesionidae)
Sclerodistomidae Prosogonotrema bilabiatum Vigueras Rhomboplites aurorubens (Cuvier)
g g ’ KU527431 P o Estados Unidos Claxton et al. (2017)
1940 (Lutjanidae)
. . . Epinephelus cyanopodus -
Didymozoideo néo identificado sp. 1 AY222193 (Richardson) (Serranidae) Austrélia Olson et al. (2003)
Didymozoidae Didymozoideo néo identificado sp. 2 AY222192 Taeniura Iymmg (Forsskal) Australia Olson et al. (2003)
(Grupo externo) (Dasyatidae)
Didymozoideo néo identificado sp. 3 AY222194 Apogon cookii MacL eay Australia Olson et al. (2003)

(Apogonidae)




3 RESULTADOS

3.1 Familia Lecithasteridae Odhner, 1905
Subfamilia Lecithasterinae Odhner, 1905
Geénero Aponurus Looss, 1907

Aponurus laguncula Looss, 1907

3.1.1 Descri¢@o morfoldgica

Baseada em 15 espécimes maduros. Medidas estdo na tabela 3. Figuras 1, 2 e 3. Corpo
alongado; maior largura no nivel da regido posterior. Ecsoma ausente. Tegumento liso,
revestido por uma fina cuticula. Lobo pré-oral pequeno ou ausente. Ventosas musculares, com
bandas de musculatura estriada em orientacdo longitudinal. Ventosa oral subglobular, terminal,
um pouco mais larga do que longa. Ventosa ventral simetrica, anterior a regido média do corpo.
Pre-faringe ndo observada. Faringe pequena e bulbosa, com fibras musculares orientadas
transversalmente. Ramificacéo cecal imediatamente abaixo da faringe. Ramos cecais terminam
em fundo cego, alcancando a extremidade posterior do corpo. Poro genital ventral, no nivel da
faringe. Saco do sinus eliptico ou piriforme, mais largo que longo, ao nivel da faringe. Orgéo
do sinus temporario alongado, cilindrico, formado pela protusdo do ducto hermafrodita.
Glandula prostéatica anterior a vesicula seminal, longa, composta por notaveis células acidéfilas
com granulos citoplasmaticos. Vesicula seminal arredondada a eliptica, revestida por células
musculares, dorsal a margem anterior da ventosa ventral; repleta de espermatozdides. Dois
testiculos, arredondados, margem lisa, lado a lado ou em tandem, posteriores a ventosa ventral;
testiculo anterior maior que o posterior. Ovario eliptico, pos-testicular. Trés a seis foliculos
vitelogénicos, ao longo da extensdo posterior do corpo. Utero ocupa praticamente toda a
extensdo posterior do corpo, sobrepondo-se aos testiculos e ovario; repleto de ovos. Ovos
elipticos ou pouco curvados, operculados e de casca grossa. Poro excretor na extremidade

posterior, na superficie ventral.
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Tabela 3. Dados morfométricos (variacao e valor médio) de A. laguncula, hospedeiro e localidade. Abreviacdo: ND: ndo disponivel. * Looss (1907; 1908) nao
identificou o hospedeiro da espécie-tipo.

Hospedeiro

Chaetodipterus faber

Centropristis striata
(Linnaeus), Lagocephalus
* laevigatus (Linnaeus) e

C. faber (Broussonet),
Scomber japonicus

Trachinotus Houttuyn, Trachurus lathami

(Broussonet) Paralichthys albigutta ovatus (Linnaeus) Nichols e Umbrina coroides
Jordan & Gilbert Cuvier

Caracteristica / Localidade Brasil Italia México Gana Brasil
Comprimento total (N=15) 795,87 - 2525,51 (1664,16) 1000 541 — 1275 550 - 645 1120 - 2330
Largura total (N=15) 106,70 - 357,09 (225,02) 250 138 - 335 138 - 185 280 - 600
Distancia entre ventosas (N=15) 89,23 - 447,33 (232,94) ND ND ND ND
Comprimento da ventosa oral (N=15) 45,44 - 170,74 (99,81) 100 ND 62 - 68 90 -120
Largura da ventosa oral (N=15) 61,22 - 181,80 (115,84) ND 61-73 90 - 150
Comprimento da faringe (N=15) 29,56 - 66,18 (43,59) ND ND 35-36 50 - 60
Largura da faringe (N=15) 31,27 - 81,04 (48,37) ND ND 37-41 50-70
Coinprlmento da ventosa ventral 189,06 - 495,69 (320,81) ND 180 - 380
(N=15) 200 115 - 127
Largura da ventosa ventral (N=15) 107,34 - 403,75 (244,02) ND 180 - 370
(CI\?SE)' mento da vesicula seminal 79,51 - 198,72 (134,81) ND ND ND 60 - 180
Largura da vesicula seminal (N=15) 56,64 - 166,51 (96,72) ND ND ND 40 - 150
(Cl\tl)sz)Jrlmento do testiculo anterior 54,47 - 156,08 (105,27) ND 66 - 67 90 - 130

el . . ND

(Cl\tl)rzp;rlmento do testiculo posterior 56,86 - 89,28 (73,07) ND 62 - 70 90 - 130
Largura do testiculo anterior (N=2) 76,43 - 123,23 (99,83) ND ND 70-76 120 - 150
Largura do testiculo posterior (N=2) 48,21 - 87,71 (67,96) ND 85-90 80 - 150
Comprimento do saco do sinus (N=5) 80,35 - 147,67 (114,35) ND ND 42 -51 80 - 100
Largura do saco do sinus (N=5) 27,70 - 78,58 (51,40) ND ND 28-34 60 - 120
Comprimento do ovério (N=2) 63,38 - 104,44 (83,91) ND ND 50 - 83 80 - 130
Largura do ovério (N=2) 49,50 - 71,73 (60,61) ND ND 80-94 90 - 170
Comprimento do ovo (N=15) 16,94 - 36,24 (28,40) 27 26 — 32 27 - 33 28 - 38
Largura do ovo (N=15) 10,27 - 21,10 (15,62) 16 14 -18 13-18 14 -19

A Looss (1907) Fischthal &
Referéncia Presente estudo Looss (1908) Nahhas & Short (1965) Thomas (1971) Fernandes et al. (1985)
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Tabela 3. Dados morfométricos (variacdo e valor médio) de A. laguncula, hospedeiro e localidade. Abreviacdo: ND: ndo disponivel. * Looss (1907; 1908) nao
identificou o hospedeiro da espécie-tipo (continuacdo).

Hospedeiro

Clupea harengus

Pomacentrus moluccensis Bleeker, Callionymus
limiceps Ogilby, Platycephalus endrachtensis Quoy &

Micropogonias

furnieri Rhomboplites
urnieri

Linnaeus Gaimard e Platycephalus fuscus Cuvier (Desmarest) aurorubens (Cuvier)
Caracteristica / Localidade Canal da Mancha Australia Brasil Brasil

Comprimento total (N=15) 500 - 705 710 570 - 1310 850 - 1070
Largura total (N=15) 167 - 242 192 140 - 290 170 - 250
Distancia entre ventosas (N=15) ND ND ND ND
Comprimento da ventosa oral (N=15) 68 - 81 63 58 - 98 70 - 87
Largura da ventosa oral (N=15) 68 - 85 69 54 -97 77-90
Comprimento da faringe (N=15) 32-45 35 25-51 25-45
Largura da faringe (N=15) 32 -47 36 21 - 56 42 -52
Comprimento da ventosa ventral (N=15) 123 -151 120 86 - 191 147 - 192
Largura da ventosa ventral (N=15) 126 - 144 124 96 - 225 125 - 175
Comprimento da vesicula seminal (N=15) 45 80 65 - 84 62 - 97
Largura da vesicula seminal (N=15) 40 51 30-49 50-75
Comprimento do testiculo anterior (N=2) 38-110 68 61 - 136 60 - 97
Comprimento do testiculo posterior (N=2) 50 - 108 70 51-122 55-122
Largura do testiculo anterior (N=2) 42 -92 67 54 - 98 62 - 102
Largura do testiculo posterior (N=2) 48 - 85 70 58 - 105 70 -122
Comprimento do saco do sinus (N=5) 35 54 ND ND
Largura do saco do sinus (N=5) 22 35 ND ND
Comprimento do ovario (N=2) 54 - 95 61 82-112 60 - 87
Largura do ovario (N=2) 48 - 98 70 86 - 129 52-112
Comprimento do ovo (N=15) 32-42 23-24 23-32 27-35
Largura do ovo (N=15) 16-21 13-15 11-16 10 - 17

Referéncia

Bray & MacKenzie

(1990)

Bray et al. (1993)

Pereira Jr et al.

(2000) Justo et al. (2003)
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Tabela 3. Dados morfométricos (variacao e valor médio) de A. laguncula, hospedeiro e localidade. Abreviacdo: ND: ndo disponivel. * Looss (1907; 1980) nao
identificou o hospedeiro da espécie-tipo (continuacdo).

Paralichthys is6sceles Jordan, Paralichthys

Hospedeiro Tracl:_r;:]nntésegsraco Rastrelzigs\r/ilgarl)n agurta R ?(L;L(\)/riz:))ens patagonicus Jordan e Xystreurys rasilis
(Jordan)
Caracteristica / Localidade Espanha 1émen Estados Unidos Brasil
Comprimento total (N=15) 642 - 812 2100 - 3500 854 - 966 500 - 2100
Largura total (N=15) 181 - 187 580 - 650 ND 100 - 450
Distancia entre ventosas (N=15) ND ND ND ND
Comprimento da ventosa oral (N=15) 73-78 140 - 180 ND 60 - 170
Largura da ventosa oral (N=15) 76 - 83 200 - 250 ND 50 - 250
Comprimento da faringe (N=15) 33-52 ND ND 20-80
Largura da faringe (N=15) 33-45 ND ND 20 - 80
Comprimento da ventosa ventral (N=15) 136 - 167 440 - 480 ND 90 - 280
Largura da ventosa ventral (N=15) 133-170 410 - 470 ND 80 - 270
Comprimento da vesicula seminal (N=15) 45 -70 ND ND 60 - 210
Largura da vesicula seminal (N=15) 36 - 42 ND ND 30 - 140
Comprimento do testiculo anterior (N=2) 68 - 98 81 - 146 ND 50 - 140
Comprimento do testiculo posterior (N=2) 67 - 98 79-122 ND 50 - 160
Largura do testiculo anterior (N=2) 74 - 106 54 -98 ND 50 - 150
Largura do testiculo posterior (N=2) 58 - 92 58 - 105 ND 50 - 150
Comprimento do saco do sinus (N=5) 45 - 58 ND ND 20-70
Largura do saco do sinus (N=5) 24 - 36 ND ND ND
Comprimento do ovério (N=2) 58 - 97 57 - 130 ND 60 - 150
Largura do ovario (N=2) 85-121 61-175 ND 60 - 140
Comprimento do ovo (N=15) 29-32 25-32 28-34 12,5- 47,5
Largura do ovo (N=15) 14 -19 15-19 12-15 7,5-30
Referéncia Carrera?;g\ijlla;ats etal. AI—Zuba}% 1iL)Mhaisen Claz<2tgg 7(a)t al. Fonseca et al. (2022)
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Figura 1. Micrografias de A. laguncula através da microscopia eletronica de varredura. a: visdo latero-
ventral; b: extremidade anterior em visdo ventral; c¢: visdo ventral, exibindo detalhe da protusao do ducto
hermafrodita, que forma o 6rgdo do sinus temporario; d: extremidade posterior, exibindo detalhe do
poro excretor. AbreviagBes: vv: ventosa ventral; vo: ventosa oral; seta indica o poro genital.
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Figura 2. Micrografias de A. laguncula corado em carmim cloridrico. a: extremidade anterior em visdo
ventral; b: detalhe da ventosa ventral; c: regido posterior; d: ovos. Abreviagdes: vo: ventosa oral; *:
faringe; vv: ventosa ventral; vs: vesicula seminal; fv: foliculos vitelogénicos; seta indica a ramificacao
cecal.
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Figura 3. Micrografias de A. laguncula em l|&minas histologicas. Laminas estdo coradas em
hematoxilina e eosina (HE). a: extremidade anterior, corte longitudinal; b: regido média do corpo, corte
longitudinal; c: detalhe das células que constituem a glandula prostéatica; d e e: estruturas reprodutivas,
corte longitudinal. AbreviacGes: vo: ventosa oral; *: faringe; vs: vesicula seminal; vv: ventosa ventral;
ut: Utero; te: testiculo; ov: ovario; fv: foliculo vitelogénico; seta continua indica ducto ejaculatdrio; seta
pontilhada indica glandula prostética.
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3.1.2 Andlise filogenética

A matriz foi constituida por 34 tadxons e 1199 caracteres, dos quais 637 eram
conservados e 487 eram variaveis parsimonio-informativas. A inferéncia Bayesiana calculou
uma probabilidade marginal estimada média de -9117,3033, com um valor mediano de -
9116,963. O tamanho efetivo da amostra para todos os parametros foi 7111,3, demonstrando a
robustez das amostras. As duas topologias construidas com diferentes critérios de otimalidade,
ML e BI, foram similares, com pouca variacdo nos valores de suportes dos nds. O espécime de
Aponurus laguncula aqui sequenciado agrupou com outro espécime de A. laguncula (figura 4)
com um alto valor de repeticdo para ML (100%) e alto valor de probabilidade de suporte de nés
na Bl (BBP = 1).

___m: Aponurus_laguncula
98/1 Aponurus laguncula 0Q676198
100/1; Aponurus mulli HQ713441
97/099 Wi__-{ p sp.DQ354368
Aponurus laguncula KU527430

Lecit botryop AY222205

93/099r— Lecithaster salmonis MH625981
4“0/ T [ Lecithaster gibbosus AY222199
Lecithaster micropsi MH628305

Lecithaster mugilis LN865021
w0l A Lecithaster sudzuhensis LN865024
100/1 Lecithaster confusus MH625976
/1 Lecithaster sayori MH625977
Lecithaster sp. MH625978

100/1 Ectenurus virgula OP918121
,M,—r— Dinurus longisinus AY222202

e Lecithocladium excisum AY222203

mugilus LT607809

de OP918123

Parahemi 0P918125
[ KR349121

100/1

Di i MH628304
Brachyphallus crenatus MH628299
Plerurus digitatus AY222201

laticaudi OR209733
Pulmovermis cyanovitellosus MH628314
Lecithochirium muraenae OP918128

Lecithochirium floridense MK558793
Lecithochirium synodi OP918132

Lecithochirium microstomum KC985235
Lecithochiri ionis AY222200
FAMILIA

Lecithasteridae

- Hemiuridae

- Bunocotylidae
(Grupo externo)

Figura 4. Relaces filogenéticas entre sequéncias de espécies selecionadas das familias Lecithasteridae,
Hemiuridae e Bunocotylidae, incluindo o espécime de A. laguncula aqui sequenciado, com base em
analises do gene 28S parcial. A arvore foi inferida utilizando a méxima verossimilhanga (ML) e
inferéncia bayesiana (Bl). O suporte nodal é descrito & esquerda pelos valores obtidos na ML e & direita
pelos obtidos na BI. * Indica que este valor de n6 néo foi calculado. - indica valores de suporte nodal
inferiora 70 ou 0,7.

007
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3.2.1 Familia Hemiuridae Looss, 1899
Subfamilia Elytrophallinae Skrjabin & Guschanskaja, 1955
Género Lecithocladium Luhe, 1901
Lecithocladium excisum (Rudolphi, 1819) Luhe, 1901

3.2.1.1 Descri¢do morfoldgica

Baseada em 14 espécimes maduros. Medidas estdo na tabela 4. Figuras 5, 6 e 7. Corpo
alongado, maior largura na regido posterior do corpo, antes do ecsoma. Ecsoma alongado, com
comprimento quase igual a metade do corpo. Tegumento do corpo plicado. Tegumento da
regido dorsal entre as duas ventosas com plicacGes mais largas. Tegumento do ecsoma plicado,
mas com plicagdes menores que as do corpo. Ventosa oral subterminal, em forma de funil, com
duas incisdes laterais delimitando um labio ventral. Faringe mais longa que larga. Regido
ventral do tegumento entre ventosas oral e ventral com concavidade profunda. Ventosa ventral
antes da regido média do corpo, simétrica. Ramificacao cecal imediatamente abaixo da faringe,
dorsal a ventosa ventral. Ceco ndo ondulado, alcangando quase o limite posterior do ecsoma.
Dois testiculos, margem lisa, em tandem, pos-acetabulares, na regido anterior da por¢do média
da parte posterior do corpo. Vesicula seminal mais longa que larga, pre-testicular ou sobreposta
a margem anterior do testiculo, com parede muscular espessa. Poro genital na superficie ventral
da ventosa oral. Ovario pos-testicular, as vezes sua margem posterior atinge a margem anterior
do ecsoma. Numerosos tabulos vitelinicos, enrolados, lateralmente ao nivel do ovario ou pos-
ovarianos, estendendo-se ao longo da por¢ao anterior do ecsoma, alcangando o ovario. Utero
ocupando a por¢do média da parte posterior do corpo e o0 ecsoma; repleto de ovos. Ovo eliptico,
mais longo que largo. Ramos da vesicula excretora iniciam lateralmente a ventosa oral, unindo-

se dorsalmente a ventosa ventral. Poro excretor na ponta da extremidade posterior.
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Tabela 4. Dados morfométricos (variacdo e valor médio) de L. excisum, hospedeiro e localidade. Abreviacdo: ND: ndo disponivel.

. Chaetodipterus faber Scomber S. scombrus _Scom_b er Parapercis S.scombrus
Hospedeiro scombrus . japonicus . -
(Broussonet) Li Linnaeus colias (Forster) Linnaeus
innaeus Houttuyn
Caracteristica / Localidade Brasil ND Polbnia Japéo Nova Zelandia Franca
Comprimento total (N=14) 1827('20560;333573;3'88 6000 — 8000 6000 4700 - 7500 1655 2920 - 4850
Largura total (N=14) 149,69 - 456,07 (231,98) 500 — 1000 ND 630 - 740 ND 520 - 810
Comprimento do ecsoma (N=14) 789,25 - 1440,54 (1099,98) 3000 — 4000 ND ND ND 640 - 1030
Largura do ecsoma (N=14) 105,79 - 282,80 (173,20) ND ND ND ND 360 - 570
Distancia entre ventosas (N=11) 99,75 - 348,27 (206,54) ND ND ND ND NA
Comprimento da ventosa oral (N=9) 151,54 - 326,59 (236,73) 650 225 400 - 450 ND 100 - 140
Largura da ventosa oral (N=10) 121,60 - 276,50 (176,83) 500 585 420 - 460 ND 310 - 360
Comprimento da faringe (N=5) 105,34 - 236,17 (144,19) 500 495 300 - 380 ND 260 - 360
Largura da faringe (N=5) 54,60 - 93,60 (66,96) 250 225 200 ND 120 - 220
Comprimento da ventosa ventral (N=12) 152,79 - 301,44 (216,99) 420 ND 230 - 340
350 — 450 270 - 390
Largura da ventosa ventral (N=8) 124.58 - 285.66 (207.83) 450 ND 260 - 350
fl\‘l’g‘l%r)'me”to da vesicula seminal 129,82 - 373,80 (216,39) ND ND 470 - 680 ND ND
Largura da vesicula seminal (N=10) 41,98 - 81,35 (66,22) ND ND 190 - 260 ND ND
(Cl\tl)ing))rlmento do testiculo anterior 53,69 - 107,60 (76,96) ND 165 ND
Co;n rimento do testiculo posterior 190 - 280 260 - 270
(N:er; P 57,48 - 119,08 (85,53) ND 360 ND
Largura do testiculo anterior (N=6) 36,78 - 103,17 (67,31) ND 450 ND ND 340 - 400
Largura do testiculo posterior (N=6) 29,72 - 74,81 (54,66) ND 480 ND ND
Comprimento do ovério (N=4) 62,98 - 120 (89,18) ND 345 210 - 240 ND 240 - 330
Largura do ovério (N=4) 61,54 - 129,06 (81,14) ND 290 - 340 ND 170 - 260
Comprimento do ovo (N=11) 12,43 - 21,22 (16,61) ND 19 -27 18- 23 ND 20-22
Largura do ovo (N=11) 8,77 - 11,03 (9,91) ND 11 11-12 ND 10-12
- Markowski . Mazza
Referéncia Presente estudo (2023) Looss (1907) (1933) Yamaguti (1934)  Manter (1954) (1963)
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Tabela 4. Dados morfométricos (variacdo e valor médio) de L. excisum, hospedeiro e localidade. Abreviacdo: ND: ndo disponivel (continuacéo).

. S. japonicus S. scombrus Peprilus Rac_hycentron canadum . . S. japonicus
Hospedeiro Houttuyn Linnaeus paru (Linnaeus) e Pampus  Mugil cephalus Linnaeus Houttuyn
(Linnaeus) argenteus (Euphrasen)

Caracteristica / Localidade Japdo Ilhas Faroé Brasil india Libia Turquia
Comprimento total (N=14) 2000 - 3700 3500 -7200 3320 —4810 4880 — 8410 1870 - 1970 1400 - 2300
Largura total (N=14) 340 - 750 600 — 1200 640 — 660 560 — 900 340 - 370 300 - 400
Comprimento do ecsoma (N=14) 750 - 4900 150 - 400 ND ND ND ND
Largura do ecsoma (N=14) ND ND ND ND ND ND
Distancia entre ventosas (N=11) ND ND ND ND ND ND
Comprimento da ventosa oral (N=9) 310 - 540 350 — 650 280 - 370 ND 63 - 64 ND
Largura da ventosa oral (N=10) 410 - 690 380 — 600 320 - 400 ND 98 - 99 ND
Comprimento da faringe (N=5) ND ND 270 -370 ND 120 - 160 ND
Largura da faringe (N=5) ND ND 130 - 180 ND 180 - 190 ND
Comprimento da ventosa ventral (N=12) 230 - 400 300 -470 290 - 400 ND 88 - 85 ND
Largura da ventosa ventral (N=8) 220 - 490 350 — 500 280 - 410 ND 62 - 84 ND
Comprimento da vesicula seminal (N=10) 270 - 700 ND 280 — 400 ND ND ND
Largura da vesicula seminal (N=10) 160 - 270 ND 150 - 160 ND ND ND
Comprimento do testiculo anterior (N=6) 200 ND ND

i . 120 - 340 230 - 420 33-34
Comprimento do testiculo posterior (N=6) 210 - 260 ND ND
Largura do testiculo anterior (N=6) 240 ND ND
. 200 - 440 230 -430 30-32
Largura do testiculo posterior (N=6) 230 - 250 ND ND
Comprimento do ovério (N=4) 90 - 340 150 — 300 180 — 210 ND 55 - 58 ND
Largura do ovério (N=4) 100 - 400 280 -390 240 ND 57 -59 ND
Comprimento do ovo (N=11) 20-23 21-24 17-19 18-20 24 - 25 ND
Largura do ovo (N=11) 10-125 11-14 9-12 11-12 12 -13 ND
Referéncia Ichi(hl%rgfse)t al. Gibs(olg 5(3&6 )Bray Fabio (1988) Hafeeztjllgjlgigg& Dutta AI—Bas?(;IOii2 ;—|ussein A&;?{ gz)a
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Figura 5. Micrografias de L. excisum através da microscopia eletrénica de varredura. a: visao ventral,
b: viséo dorsal; c: extremidade anterior em visdo ventral; d: transigdo entre tegumento do soma e ecsoma;
e: tegumento do ecsoma; f: extremidade posterior, exibindo detalhe do poro excretor. Abreviacdes: vo:
ventosa oral; vv: ventosa ventral; vo: ventosa oral; *: concavidade do tegumento entre as ventosa; seta
continua indica as plicagbes mais largas do tegumento na regido dorsal entre as ventosa; seta pontilhada
indica as incisdes laterais da ventosa ventral, que delimitam um labio ventral.
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Figura 6. Micrografias de L. excisum corado em carmim cloridrico. a: visdo latero-ventral; b:
extremidade anterior em viséo lateral; c: estruturas reprodutivas em visdo ventral. Abreviacdes: vo:
ventosa oral; *: poro genital; fa: faringe; vv: ventosa ventral; vs: vesicula seminal; te: testiculo; ov:
ovario; seta preta indica o ducto hermafrodita; seta branca indica a inciséo lateral na ventosa oral.
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Figura 7. Micrografia da regido posterior do ecsoma de L. excisum em lamina histol6gica. Lamina esta
corada em hematoxilina e eosina (HE). Observe o padrao plicado do tegumento do ecsoma (seta).
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3.2.2 Familia Hemiuridae Looss, 1899
Subfamilia Elytrophallinae Skrjabin & Guschanskaja, 1955
Género Lecithocladium Luhe, 1901

Lecithocladium chaetodipteri Amato, 1983

3.2.2.1 Descri¢do morfoldgica

Baseada em 15 espécimes maduros. Medidas estdo na tabela 5. Figuras 8 e 9. Corpo
alongado, maior largura na regido posterior do corpo, antes do ecsoma. Parte do ecsoma esta
inserido em uma cavidade na extremidade posterior do corpo. Tegumento do corpo plicado.
Tegumento do ecsoma liso. Lobo pré-oral pequeno ou ausente. Ventosa oral subterminal, em
forma de funil, com duas incisdes laterais delimitando um labio ventral. Faringe mais longa que
larga. Ventosa ventral antes da regido média do corpo, simétrica. Ramificacdo cecal
imediatamente abaixo da faringe, antes da ventosa ventral. Ceco ndo ondulado, alcangando
quase o limite posterior do ecsoma. Dois testiculos, margem lisa, em posi¢do obliqua ou em
tandem, pos-acetabulares, na regido anterior da porcdo média da parte posterior do corpo.
Vesicula seminal mais longa que larga, pré-testicular ou sobreposta a margem anterior do
testiculo, com parede muscular espessa. Poro genital na superficie ventral da ventosa oral.
Ovario pos-testicular. Numerosos tubulos vitelinicos, enrolados, lateralmente ao nivel do ovario
ou pos-ovarianos, alcangando o ovario. Utero ocupando a porcdo média da parte posterior do
corpo, atingindo a porcdo anterior do ecsoma; repleto de ovos. Ovo eliptico, mais longo que
largo. Ramos da vesicula excretora iniciam lateralmente a ventosa oral, unindo-se dorsalmente

a ventosa ventral. Poro excretor na ponta da extremidade posterior.
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Tabela 5. Dados morfométricos (variacdo e valor médio) de L. chaetodipteri, hospedeiro e localidade.

Abreviacdo: ND: ndo disponivel.

Chaetodipterus faber

Chaetodipterus faber

Hospedeiro (Broussonet) (Broussonet)
Caracteristica / Localidade Brasil Brasil

Comprimento total (N=15) 1317,33 — 3994,47 (2279) 1590 - 2090
Largura total (N=15) 182,74 — 628,66 (340,38) 540 - 675
Comprimento do ecsoma (N=15) 185,64 —1211,88 (488.29) 910 - 1490
Largura do ecsoma (N=15) 163,53 — 438,62 (256,65) ND
Distancia entre ventosas (N=15) 164,67 — 579,89 (284,20) ND
Comprimento da ventosa oral (N=10) 120,13 — 356,97 (224,16) 220 - 350
Largura da ventosa oral (N=15) 116,50 — 380,33 (225,87) 285 - 326
Comprimento da faringe (N=10) 154,23 — 253,46 (201,82) 204 - 269
Largura da faringe (N=10) 51,03 — 128,90 (86,50) 122 - 163
Comprimento da ventosa ventral (N=15) 146,93 — 373,40 (261,32) 244 - 261
Largura da ventosa ventral (N=15) 129,36 — 280,19 (225,89) 301 - 326
Comprimento da vesicula seminal (N=15) 116,94 — 489 (269,04) 285 - 457
Largura da vesicula seminal (N=15) 53,61 - 145,08 (80,35) ND
Comprimento da glandula prostatica (N=2) 425,52 - 698,08 (561,80) 693
Comprimento do testiculo anterior (N=15) 66,01 - 175,48 (110,75) 106 - 122
Comprimento do testiculo posterior (N=15) 75,75 - 157,56 (110,43) 89-114
Largura do testiculo anterior (N=15) 53,74 - 142,49 (83,54) 122 -138
Largura do testiculo posterior (N=15) 51,17 - 136,89 (87,14) 97 -122
Comprimento do saco hermafrodita (N=2) 144,04 - 201,19 (172,61) 318
Largura do saco hermafrodita (N=3) 63,97 - 116,49 (94,97) ND
Comprimento do ovario (N=15) 60,62 - 146,98 (97,21) 106 - 122
Largura do ovario (N=15) 55,57 - 167,61 (108,31) 163 - 195
Comprimento do ovo (N=15) 5,90 - 21,29 (15,99) 18 - 20
Largura do ovo (N=15) 3,93-12,59 (10,12) 10

Referéncia Presente estudo (2023)

Amato (1983)
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Figura 8. Micrografias de L. chaetodipteri através da microscopia eletrdnica de varredura. a: visdo
latero-ventral; b: tegumento do soma; c: tegumento do ecsoma; d: extremidade posterior, exibindo
detalhe do poro excretor. AbreviacGes: vv: ventosa ventral; vo: ventosa oral.

26



Figura 9. Micrografias de L. chaetodipteri corado em carmim cloridrico. a: visao latero-ventral; b:
extremidade anterior em visdo lateral; c: estruturas reprodutivas em visdo ventral; d: extremidade
posterior, em viséo lateral. Abreviagdes: vo: ventosa oral; *: poro genital; fa: faringe; vs: vesicula
seminal; te: testiculo; ov: ovério; seta preta indica o ducto hermafrodita; seta branca indica a incisdo

lateral na ventosa oral.
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3.2 Anélise filogenética

A matriz foi constituida por 35 tdxons e 1228 caracteres, dos quais 654 eram
conservados e 484 eram variaveis parsimonio-informativas. A inferéncia Bayesiana calculou
uma probabilidade marginal estimada média de -9156,7453, com um valor mediano de -
9156.412. O tamanho efetivo da amostra para todos os parametros foi 7414,4, demonstrando a
robustez das amostras. As duas topologias construidas com diferentes critérios de otimalidade,
ML e BI, foram similares, com pouca variacdo nos valores de suportes dos nds. O espécime de
Lecithocladium excisum e L. chaetodipteri aqui sequenciados agruparam com outro espécime
de L. excisum (figura 10) com um alto valor de repeticdo para ML (100%) e alto valor de

probabilidade de suporte de n6s na Bl (BBP = 1).

Lecithocladium chaetodipteri
Lecithocladium excisum
Lecithocladium excisum AY222203
Ectenurus virgula OP918121
Dinurus longisinus AY222202
Aphanurus mugilus LT607809

ecaude OP918123

t merus OP918125

5/ Hemi KR349121
- Dinosoma synaphobranchi MH628304
— Brachyphallus crenatus MH628299
98 Pulmovermis cyanovitellosus MH628314

Lecithochirium muraenae OP918128
Hemiurus luehei MH628316

Lecithochirium floridense MK558793
Lecithochirium synodi OP918132
Lecithochirium microstomum KC985235
Lecithochirium caesionis AY222200
Plerurus digitatus AY222201

laticaudi OR209733

botryopk AY222205
100/11 Aponurus mulliHQ713441
A 390/2 P sp.DQ354368
99/1 | LS
Aponurus laguncula KU527430
Aponurus 0Q676198
99/1— Lecithaster salmonis MH625981
4‘79/1rr Lecithaster gibbosus AY222199
Lecithaster micropsi MH628305
9 200/ _98/1——— Lecithaster musils LNB65021
98/1 Lecithaster sudzuhensis LN865024
100/1 Lecithaster confusus MH625976
L oL wcitmsersoriviiazssrs
Lecithaster sp. MH625978
FAMILIA
007 - Hemiuridae
Lecithasteridae
- Bunocotylidae
(Grupo externo)

Figura 10. RelacBGes filogenéticas entre sequéncias de espécies selecionadas das familias
Lecithasteridae, Hemiuridae e Bunocotylidae, incluindo os espécimes de L. excisum e L. chaetodipteri
aqui sequenciados, com base em analises do gene 28S parcial. A arvore foi inferida utilizando a maxima
verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (BI). O suporte nodal é descrito a esquerda pelos valores
obtidos na ML e & direita pelos obtidos na BI. * Indica que este valor de né ndo foi calculado. - indica
valores de suporte nodal inferior a 70 ou 0,7.
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3.3 Familia Sclerodistomidae Odhner, 1927
Subfamilia Prosogonotrematinae Vigueras, 1940
Género Prosogonotrema Vigueras, 1940
Prosogonotrema bilabiatum Vigueras, 1940

3.3.1 Descri¢do morfoldgica

Baseada em 41 espécimes maduros. Medidas estdo na tabela 6. Figuras 11, 12 e 13.
Corpo fusiforme a cilindrico, alongado, um pouco achatado, com bandas de fibras musculares
estriadas ao longo do eixo longitudinal, maior largura no nivel da ventosa ventral. Tegumento
plicado, com fina camada cuticular, revestido por camada sincicial com glandulas mucosas.
Dois labios pré-orais, semicirculares, na extremidade anterior, cobrindo parcialmente a
superficie anterior da ventosa oral. Ventosas bem desenvolvidas, fortemente musculares, com
bandas de musculatura estriada em orientagdo transversal e longitudinal. Ventosa oral na
extremidade anterior, subterminal, simétrica ou um pouco mais larga do que comprida; ocorrem
pequenos grupos de estruturas vacuolares. Ventosa ventral simétrica, na por¢cdo média ou
médio-posterior do corpo. Pré-faringe ndo observada. Faringe curta, imediatamente abaixo da
ventosa oral, fortemente muscular. Eséfago curto, imediatamente abaixo da faringe. Ganglio
cerebral em ambos os lados da faringe, lateralmente; composto de fibras nervosas. Ramificacédo
cecal imediatamente abaixo do esdfago. Ceco longo, dorsal, término em fundo cego, se
estendendo até a extremidade posterior, passando externamente ou quase sobrepondo o0s
testiculos; ondulado, principalmente no segmento terminal; gastroderme com microvilos ao
longo do revestimento interno do ceco, na extremidade posterior com projecGes piramidais.
Dois testiculos, redondos ou elipticos, simétricos ou um maior que o outro, lado a lado ou em
posicdo obliqua. Saco do sinus alongado, abrigando toda extensio do 6rgéo do sinus. Orgéo do
sinus bem desenvolvido, alongado, cilindrico, liso, associado na base ao saco do sinus;
composto por epitélio de revestimento, tecido conjuntivo, feixes de musculo e longo
metratermo e ducto ejaculatdrio na porcdo posterior; abertura do ducto hermafrodita na ponta
do 6rgdo do sinus. Poro genital na extremidade anterior, numa invaginacdo do tegumento na
superficie ventral da ventosa oral. Vesicula seminal parcialmente intertesticular e parcialmente
pré-testicular, longa, larga, tubular, contorcida, sobrepondo-a; delimitada por uma fina camada
de epitélio, contendo espermatozoide no Iimen. Glandula prostatica longa, sinuosa, composta
por um ducto interno e células serosas com citoplasma basofilico; anterior a vesicula seminal e

dorsal ao 6rgédo do sinus; envolto por uma capsula de tecido conjuntivo denso, da qual partem
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septos. Ovario redondo ou eliptico, pos-testicular, dorsal, antero-dorsal ou latero-dorsal a
ventosa ventral; circundado por uma camada de tecido conjuntivo. Glandula de Mehlis lateral
ou posterior ao ovéario, com ducto principal central e parénquima com estruturas glandulares
compostas por células de natureza serosa com citoplasma basofilico e granulos citoplasméticos.
Utero tubular, enrolado, pré-acetabular ou sobrepondo parcialmente a margem anterior da
ventosa ventral, intercecal ou passando externamente aos cecos, alcangando a base do érgédo do
sinus; revestido por epitélio cubico; repleto de ovos. Receptaculo seminal lateral ao ovario;
circundado por uma camada de tecido conjuntivo, contendo espermatozoide. Um, dois ou mais
tubos vitelinicos, delgados, longos, convolutos, em ambos os lados ou sé em um, dorsal,
extracecal ou equatorial, e as vezes sobrepdem ceco, testiculos, Utero, ovario e margem anterior
da ventosa ventral, alcancando a glandula de Mehlis; revestido por epitélio de pavimentoso a
cubico, composto por células poliédricas com ndcleo central e citoplasma basofilico. Ovos
redondos a ovais, casca espessa. Vesicula excretora em forma de Y, formando uma estrutura
sacular estreita e sinuosa na por¢do anterior e dilatada na posterior, inicia dorsalmente a ventosa
oral e se une na regido pos-acetabular, revestida por fina membrana e projecGes em direcao ao
limen, com granulos; ramos da vesicula excretora revestidos por células cuboides nas quais
ocorrem pequenos granulos. Vesicula excretora acessoria dorsal a vesicula excretora; revestida
por epitélio cilindrico com granulos citoplasmatico, superficie apical fragmentada e com
pequenas dobras; revestimento delimita uma cavidade interna. Poro excretor na ponta da

extremidade posterior.
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Tabela 6. Dados morfométricos (variacdo e valor médio) de P. bilabiatum, hospedeiro e localidade. Abreviacdo: ND: ndo disponivel.

. Chaetodipterus faber Ocyurus Lutjanus adetii (Castelnau) e Lut_Janus C. faber LUtJam.JS
Hospedeiro (Broussonet) chrysurus Platax pinnatus (Linnaeus) griseus (Broussonet) synagris
(Bloch) P (Linnaeus) (Linnaeus)

Caracteristica / Localidade Brasil Cuba Austrélia Venezuela Brazil Colbmbia
Comprimento total (N=41) 1620&2‘(‘)47%;)7 8,30 3200 - 6000 4275 - 6878 5580-8244 4270-5830 3960 - 4070
Largura total (N=40) 755,32 - 4015,55 (2386.25) 2200 - 3000 2090 - 2565 2566 - 2880 1950 - 2410 1220 - 1980
Distancia entre ventosas (N=41) 356,76 - 4689,92 (2283,31) ND ND ND ND ND
Comprimento da ventosa oral (N=41) 213 -1093,88 (613,02) 460 494 - 589 540 - 720 432 - 526 540 - 576
Largura da ventosa oral (N=41) 215,08 - 1218,07 (710,57) 540 494 - 589 540 - 720 486 - 688 480 - 492
Comprimento da faringe (N=41) 135,63 - 573,38 (341,37) 200 234 - 268 270 - 378 256 - 337 576
Largura da faringe (N=41) 139,04 - 550,60 (332,20) 250 234 - 308 270 - 378 256 - 337 516
(CI\?z”Lplr)'me”to da ventosa ventral 676,24 - 2926,12 (1880,62) 1860 1273 - 1786 1548-2196 1400-1740 1584 - 1776
Largura da ventosa ventral (N=39) 676,24 - 2926,12 (1796,37) 1860 1273 - 1786 1548 - 2196 1400-1740 1481 -1730
g@f‘%‘me”to do testiculo esquerdo 506 75 _ 87 34 (469,82) ND 391 - 405 360

o I 250

Comprimento do testiculo direito
(N=38) 204,11 - 809,29 (471,62) ND 324 - 756 405 - 486 360
Largura do testiculo esquerdo (N=39) 159,72 - 840,01 (466,22) 350 ND 391 - 607 240
Largura do testiculo direito (N=39) 135,51 - 738,92 (454,23) ND 283 -432 180
g\?g‘l%r)'memo do rgdo do sinus 293,40 - 1727,91 (1005,45) 500* 335 - 502 ND 310 - 472 ND
Largura do 6rgédo do sinus (N=17) 128,05 - 535,70 (286,43) 410* ND ND ND ND
Comprimento do ovario (N=21) 198,50 - 734,19 (466,70) 290 ND 360 - 405 283 -513 ND
Largura do ovério (N=20) 172,18 - 865,49 (510,74) 350 ND 468 - 630 378 - 634 ND
Comprimento do ovo (N=35) 12,75 - 32,08 (23,77) 21-252 24 -27 ND 22 - 26 24
Largura do ovo (N=35) 9,03 -17,57 (13,61) 10,8-11,3 13-16 ND 12 -16 12

I Vigueras (1940) . Amato .
Referéncia Presente estudo *Vigueras (1956) Manter (1969) Nasir (1973) (1983) Vélez (1987)
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Tabela 6. Dados morfométricos (variagdo e valor médio) de P. bilabiatum, hospedeiro e localidade.
Abreviacdo: ND: ndo disponivel (continuacao).

Hospedeiro

Naso hexacanthus

Rhomboplites

Epinephelus

(Bleeker) aurorubens (Cuvier) areolatus (Forsskal)

Caracteristica / Localidade Japédo Brasil Kuwait
Comprimento total (N=41) 6200 - 17300 6190 - 9160 4675
Largura total (N=40) 2600 - 5500 3380 - 4460 2375
Distancia entre ventosas (N=41) ND ND ND
Comprimento da ventosa oral (N=41) 900 - 1500 460 - 800 400
Largura da ventosa oral (N=41) 1100 - 1600 690 - 1050 500
Comprimento da faringe (N=41) 460 210 - 380 220
Largura da faringe (N=41) 350 300 - 450 280
Comprimento da ventosa ventral (N=41) 1700 - 3600 2070 - 2870 1250
Largura da ventosa ventral (N=39) 1800 - 4100 2100 - 2920 1375
E:I\?Lnsgr)imento do testiculo esquerdo 440 - 630 250
Comprimento do testiculo direito 710-1180 470 - 740 250
(N=38)
Largura do testiculo esquerdo (N=39) 540 - 780 255
Largura do testiculo direito (N=39) 790 - 1380 520 - 800 300
Comprimento do 6rgédo do sinus (N=16) ND ND 410
Largura do 6rgéo do sinus (N=17) ND ND 160
Comprimento do ovério (N=21) 370 - 680 420 - 650 250
Largura do ovario (N=20) 390 -710 400 - 790 350
Comprimento do ovo (N=35) 24 -29 20-30 25-28
Largura do ovo (N=35) 16-21 10 - 17 10-13
Referéncia Machi?fggaochhida Justo et al. (2003) Sey et al. (2003)
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Figura 11. Micrografias de P. bilabiatum através da microscopia eletrénica de varredura. a: visdo
ventral; b: extremidade anterior em visao ventral; c: visdo ventral, exibindo detalhe do érgdo do sinus e
ponta do ducto hermafrodita; d: ventosa ventral; e: extremidade posterior; f: extremidade posterior,
exibindo detalhe do poro excretor. Abreviagdes: Ip: labios pré-orais; 0s: 6rgdo do sinus; vv: ventosa

ventral; pe: poro excretor; seta indica a ventosa oral.
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Figura 12. Micrografias de P. bilabiatum corado em carmim cloridrico. a: extremidade anterior em
visdo lateral; b e c: estruturas reprodutivas em visdo ventral; d: extremidade posterior em viséo ventral.
Abreviac0es: Ip: labios pré-orais; vo: ventosa oral; os: 6rgao do sinus; fa: faringe; ce: ceco; te: testiculo;
gp: glandula prostatica; vs: vesicula seminal; ut: Utero; tv: tubos vitelinicos; gm: glandula de Mehlis;
ov: ovario; vv: ventosa ventral; ve: vesicula excretora; seta indica ponta do érgdo do sinus e ducto
hermafrodita.
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Figura 13. Micrografias de P. bilabiatum em ldminas histoldgicas. Laminas a e c-f estdo coradas em
hematoxilina e eosina (HE) e b em tricrdmico de Gomori (TG). a: extremidade anterior, corte
transversal; b-d: estruturas reprodutivas, corte longitudinal; e: extremidade posterior, corte longitudinal;
f: detalhe das proje¢des cecais na extremidade posterior do ceco, corte longitudinal. Abreviagoes: re:
ramos da vesicula excretora; vo: ventosa oral; fa: faringe; *: ganglio cerebral; rc: ramificag&o cecal; os:
6rgdo do sinus; gp: glandula prostatica; vs: vesicula seminal; tg: tegumento; ut: Gtero; tv: tubos
vitelinicos; rs: receptaculo seminal; ov: ovario; gm: glandula de Mehlis; vv: ventosa ventral; ce: ceco;
ve: vesicula excretora; va: vesicula excretora acessoria; seta indica metratermo e ducto ejaculatorio.

¥
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3.3.2 Andlise filogenética

A matriz foi constituida por 15 tadxons e 1196 caracteres, dos quais 698 eram
conservados e 210 eram variaveis parsimonio-informativas. A inferéncia Bayesiana calculou
uma probabilidade marginal estimada média de -3972,8624, com um valor mediano de -
3972,51. O tamanho efetivo da amostra para todos os parametros foi 14102, demonstrando a
robustez das amostras. As duas topologias construidas com diferentes critérios de otimalidade,
ML e BI, foram similares, com pouca varia¢cdo nos valores de suportes dos nds. O espécime de
Prosogonotrema bilabiatum aqui sequenciado agrupou com outros dois espécimes de P.
bilabiatum (figura 14) com um alto valor de repeticdo para ML (100%) e alto valor de

probabilidade de suporte de n6s na Bl (BBP = 1).

Prosogonotrema bilabiatum
moul

KU527431

Prosogonotrema bilabiatum AY222191
Derogenidae sp. KX759627

Genarchopsis chubuensis MH628311

ica MH628313

Thometrema patagonica LC586091
100/1]
Thometrema lotzi KC985236

LC630951

Genarchopsis sp. KX344073

ndoidentificado sp. 3 AY222194

Didymozoideo nio identificado sp. 2 AY222192

leo nao identificado sp. 1 AY222193 FAMILIA
- - Sclerodistomidae
o - Derogenidae
- Didymozoidae
(Grupo externo)

Figura 14. RelacBGes filogenéticas entre sequéncias de espécies selecionadas das familias
Sclerodistomidae, Derogenidae e Didymozoidae, incluindo o espécime de P. bilabiatum aqui
sequenciado, com base em analises do gene 28S parcial. A arvore foi inferida utilizando a méxima
verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (Bl). O suporte nodal é descrito a esquerda pelos valores
obtidos na ML e a direita pelos obtidos na Bl. * Indica que este valor de n6 ndo foi calculado. - indica
valores de suporte nodal inferior a 70 ou 0,7.
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4 DISCUSSAO

4.1 Aponurus laguncula Looss, 1907

Aponurus Looss, 1907 (Lecithasteridae: Lecithasterinae) é um género caracterizado por
espécies que possuem um saco do sinus piriforme, que se localiza dorsalmente ao poro genital,
e material vitelogénico organizado em foliculos (LOOSS, 1907). Gibson e Bray (2002)
apresentam como caracteristicas na chave de identificacdo deste género a auséncia de atrio
genital ou ocorréncia de um pequeno, ovéario oval a globular, lobos vitelogénicos em forma
globular e dois testiculos. Esses autores também consideraram Bilgeesotrema Gupta e Jain,
1991 como sinonimia de Aponurus.

Aponurus laguncula Looss, 1907, espécie-tipo do género (WORMS, 2023), foi
originalmente descrito por Looss, em 1907, em Trieste, na Italia. Na ocasido, 0 autor ndo
especificou a espécie-tipo do hospedeiro, mas citou 0s seguintes peixes como seus hospedeiros:
Belone belone (Linnaeus), Engraulis encrasicolus (Linnaeus), Mullus barbatus Linnaeus,
Merlangius merlangus (Linnaeus), Trachinus draco Linnaeus e Merluccius merluccius
(Linnaeus) (LOOSS, 1907; 1908). Esta espécie é caracterizada principalmente por génadas
redondas e de margem lisa, reserva vitelogénica organizadas em foliculos arredondados,
glandula prostatica tdo longa quanto o saco do sinus e vesicula seminal localizada anteriormente
a ventosa ventral, ndo ultrapassando a sua margem anterior (LOOSS, 1907; 1908). Aponurus
elongatus Siddigi & Cable, 1960, Aponurus trachinoti Manter, 1940, Aponurus waltairensis
Hussain, Rao & Shyamasundari, 1984 e Lecithophyllum trachinoti (Manter, 1940) Yamaguti,
1971 séo considerados sinonimias de A. laguncula (BRAY & MACKENZIE, 1990).

Este parasito j& foi reportado em: Centropristis striata (Linnaeus), Lagocephalus
laevigatus (Linnaeus) e Paralichthys albigutta Jordan & Gilbert no Golfo do México
(NAHHAS & SHORT, 1965); Trachinotus ovatus (Linnaeus) em Gana (FISCHTHAL &
THOMAS, 1971); Platycephalus bassensis Cuvier, Platycephalus grandispinis Cuvier e
Platycephalus richardsoni Castelnau na Australia (HOOPER, 1983); Clupea harengus
Linnaeus no Canal da Mancha (BRAY & MACKENZIE, 1990); Pomacentrus moluccensis
Bleeker, Callionymus limiceps Ogilby, Platycephalus endrachtensis Quoy & Gaimard e
Platycephalus fuscus Cuvier na Australia (BRAY et al., 1993); Mullus surmuletus Linnaeus na
Argélia (BRAHIM et al., 2009); Percophis brasiliensis Quoy & Gaimard nos litorais argentino
e uruguaio (BRAICOVICH et al., 2009); Aluterus monoceros (Linnaeus) no Pacifico Sul
(QUILICHINI et al., 2010); Odontesthes smitti (Lahille) na Patagénia Argentina (CARBALLO
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et al.,, 2011); Trachinus draco Linnaeus na costa espanhola do Mar Mediterraneo
(CARRERAS-AUBETS et al.,, 2011); Porichthys porosissimus (Cuvier) na Argentina
(ACEBAL et al.,, 2011); Rastrelliger kanagurta (Cuvier) no 1émen (AL-ZUBAIDY &
MHAISEN, 2014); Rhomboplites aurorubens (Cuvier) nos Estados Unidos (CLAXTON et al.,
2017); e Trachinotus rhodopus Gill na costa mexicana do Pacifico (MARTINEZ-FLORES et
al., 2023). Aponurus laguncula também foi registrado no mar europeu por Costello et al., 2001.
No Brasil, A. laguncula foi reportado pela primeira vez em C. faber em 1985 (FERNANDES
et al., 1985). Outros hospedeiros deste parasito nas costas brasileiras sdo: Scomber japonicus
Houttuyn, Trachurus lathami Nichols, Umbrina coroides Cuvier, Pseudopercis numida
Miranda Ribeiro, Paralichthys isosceles Jordan, Paralichthys patagonicus Jordan, Xystreurys
rasilis (Jordan), Rhomboplites aurorubens (Cuvier) e Micropogonias furnieri (Desmarest)
(FERNANDES et al., 1985; FERNANDES et al., 2009; FONSECA et al., 2022; JUSTO et al.,
2003; PEREIRA JR. et al., 2000).

Nos espécimes aqui analisados, foram observados valores de comprimento total,
comprimento e largura da ventosa oral, comprimento e largura da ventosa ventral, comprimento
e largura da vesicula seminal, comprimento do testiculo anterior e comprimento do saco do
sinus maiores que aqueles ja relatados na literatura. Os dados morfométricos e morfoldgicos
dos espécimes aqui observados estdo de acordo com descri¢des prévias da espécie (tabela 3). A
maior semelhanca nas caracteristicas morfoldgicas e nas posicGes de estruturas e 6rgdos se
observa nas descri¢cdes da espécie feitas por Bray & MacKenzie (1990), Bray et al. (1993),
Carrera-Aubets et al. (2011), Fernandes et al. (1985), Acebal et al. (2011) e Fonseca et al.
(2022).

Este é o primeiro estudo de A. laguncula através de MEV. A partir desta analise, foi
possivel observar o érgdo do sinus temporario, que se forma quando o ducto hermafrodita se
projeta externamente (GIBSON et al., 2002), bem como a saida do poro genital ventralmente a
faringe, além da caracterizacdo lisa do tegumento dessa espécie. Esse também €é a primeira
analise de A. laguncula sob abordagem histologica. Através do emprego dessa analise foi
possivel observar e confirmar a natureza muscular das ventosas e faringe, além da posicao de
estruturas como: ducto hermafrodita, glandula prostatica, vesicula seminal, testiculos e ovario.
Foi possivel observar as propriedades bioquimicas das células que constituem a glandula
prostatica, sendo estas acidofilas e constituidas por granulos citoplasmaticos, caracterizando a
natureza secretora dessas células. O uso de uma outra metodologia para estudo morfoldgico da

espécie permitiu a melhor observacdo e confirmacdo da localizagdo das gonadas, que em
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laminas coradas em carmim cloridrico eram dificeis de observar devido a sobreposi¢do de
grande quantidade de ovos no utero.

O presente estudo forneceu a primeira sequéncia de 28S de A. laguncula obtido de C.
faber no Brasil. Essa sequéncia se agrupou com outra sequéncia de A. laguncula (OQ676198),
cujo especime foi coletado de Trachinotus rhodopus Gill na costa mexicana do Oceano Pacifico
(MARTINEZ-FLORES et al., 2023). Entre essas duas sequéncias, haviam 45 pares de bases
diferentes. Esta diferenca pode ser um reflexo destes espécimes terem sido coletados de
diferentes hospedeiros de diferentes regiGes geograficas: os espécimes do presente estudo sao
do Atlantico enquanto os de Martinez-Flores et al. (2023) sdo do Pacifico. O género Aponurus
Looss, 1907 agrupou com o género Lecithophyllum Odhner, 1905 nas arvores filogenéticas
resultantes, com alto valor de replicacGes para ML (97%) e alto valor de probabilidade de
suporte de nos para Bl (BBP = 0,99). Essa configuragéo filogenética dos géneros da familia
Lecithasteridae Odhner, 1905 foi observada também por Sokolov et al. (2019).

Interessante comentar que Claxton et al. (2017) identificaram seus especimes como A.
laguncula (KU527430), coletado de Rhomboplites aurorubens (Cuvier) do norte do Golfo do
México, oeste do Oceano Atlantico. Porém, em nossa andlise filogenética, esta sequéncia
agrupou-se com outras duas sequéncias: Aponurus Looss, 1907 sp. (DQ354368 e HQ713441),
0 primeiro obtido de Mullus surmuletus e o segundo de Mullus barbatus Linnaeus e Mullus
surmuletus Linnaeus de Besos, Espanha. Carreras-Aubets et al. (2011) identificaram sua
sequéncia, HQ713441, como pertencente a uma nova espécie criptica do género: Aponurus
mulli Carreras-Aubets, Repulles-Albelda, Kostadinova & Carrasson, 2011. Pankov et al. (2006)
identificaram sua sequéncia como (DQ354368) como Aponurus Looss, 1907 sp.. Em Carreras-
Aubets et al. (2011), sua sequéncia ndo mostrou nenhuma diferenca com a de Pankov et al.
(2006). E provavel que o espécime sequenciado por Claxton et al. (2017), na verdade, seja um
exemplar de A. mulli; ou ndo é nem A. mulli nem A. laguncula, sendo entdo outra espécie do

género Aponurus.

4.2 Lecithocladium excisum (Rudolphi, 1819) Lihe, 1901 e Lecithocladium chaetodipteri
Amato, 1983

Lecithocladium Luhe, 1901 (Hemiuridae: Elytrophallinae) é um género caracterizado
por espécies com corpo de tamanho médio a longo; apéndice caudal (ecsoma) relativamente
longo, mas que pode estar completamente retraido; glandulas vitelogénicas organizadas em

tubos longos e contorcidos; Utero estendendo-se até o apéndice caudal; e um saco do sinus bem
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alongado, mas que nio atinge o nivel da vesicula seminal (GIBSON et al, 2002; LUHE, 1901;
YAMAGUTI, 1958). Além disso, o tegumento é plicado, a ventosa oral geralmente apresenta
formato de funil e a faringe é alongada (GIBSON et al., 2002; LOOSS, 1907). Os seguintes
géneros sdo considerados sinonimias de Lecithocladium: Bengalotrema Malhotra, Nanda,
Mukherjee, Ghosh, Sukul & Capoor, 1989, Cleftocolleta Sahai & Srivastava, 1978,
Colletostomum Sahai & Srivastava, 1978 e Magnapharyngium Bilgees, 1971 (WORMS, 2023).

Lecithocladium excisum (Rudolphi, 1819) Luhe, 1901, a espécie-tipo do género e
originalmente denominada Distoma excisum, foi descrita de Scomber scombrus Linnaeus e de
Scomber colias Gmelin, respectivamente, de Rimini e N&poles, na zona costeira italiana
(RUDOLPHI, 1819; WORMS, 2023). Looss (1907) registrou Spicara maena (Linnaeus),
Gaidropsarus vulgaris (Cloquet), Trachurus trachurus (Linnaeus), Boops boops (Linnaeus),
Lophius piscatorius Linnaeus, Spondyliosoma cantharus (Linnaeus) e Cepola macrophthalma
(Linnaeus) como hospedeiros de estagios juvenis deste parasito. Além disso, L. excisum foi
relatado em S. scombrus Linnaeus na Polonia (MARKOWSKI, 1933); Scomber japonicus
Houttuyn no Japdo (YAMAGUTI, 1934; ICHIHARA et al, 1968); Caesioperca lepidoptera
(Forster) e Parapercis colias (Forster) na Nova Zelandia (MANTER, 1954); S. scombrus
Linnaeus na Franca (MAZZA, 1963); Peprilus burti Fowler no México (NAHHAS &
POWELL, 1971); B. boops (Linnaeus), Dentex gibbosus (Rafinesque), Alectis alexandrina
(Geoffroy Saint-Hilaire), Caranx rhonchus Geoffroy Saint-Hilaire, Alepes djedaba (Forsskal)
e Mullus surmuletus Linnaeus em Israel (FISCHTHAL, 1980); S. scombrus Linnaeus nas llhas
Faroé, no Atlantico (GIBSON & BRAY, 1986); Trachurus trachurus (Linnaeus) e S. scombrus
Linnaeus na Dinamarca (KOIE, 1991); Rachycentron canadum (Linnaeus) e Pampus argenteus
(Euphrasen) na india (HAFEEZULLAH & DUTTA, 1998); S. scombrus Linnaeus na Turquia
(KESER et al, 2007); M. surmuletus Linnaeus na Argélia (BRAHIM et al, 2009); Mugil
cephalus Linnaeus na Libia (AL-BASSEL & HUSSEIN, 2012); S. japonicus Houttuyn e C.
rhonchus Geoffroy Saint-Hilaire no Senegal (NDIAYE et al, 2012); S. japonicus Houttuyn na
Turquia (AKMIRZA, 2013); Tenualosa ilisha (Hamilton) na india (GHOSH et al, 2017). No
Brasil, foi registrado em Peprilus paru (Linnaeus) no estado do Rio de Janeiro, regido Sudeste
(FABIO, 1988). O presente trabalho representa o primeiro registro de L. excisum em C. faber.

Os espécimes aqui analisados apresentaram semelhanca morfologica com as descricdes
de L. excisum fornecidas por Markowski (1933), Ichihara et al. (1968) e Hafeezullah & Dutta
(1998). Os dados morfométricos e morfoldgicos dos espécimes aqui estudados estdo de acordo

com descrigdes prévias da espécie disponiveis na literatura (tabela 4). Ichihara et al. (1968),
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Hafeezullah & Dutta (1998) e Ghosh et al. (2017) registraram a possibilidade de localizagdo do
ovario na regido de transicdo entre o corpo propriamente dito (soma) e 0 ecsoma em L. excisum,
0 que também foi observado em alguns dos espécimes aqui estudados.

Koie (1991), em estudo sobre os estagios de desenvolvimento de L. excisum, observou
através do emprego da microscopia eletrénica de varredura, a natureza plicada do tegumento
dessa espécie. A mesma caracteriza¢do do tegumento foi descrita por Akmirza (2013); Gibson
& Bray (1986); Hafeezullah & Dutta (1998); Ichihara et al. (1968); Looss (1907); Markwoski
(1933); e Rudolphi (1819). No presente estudo, a utilizacdo da MEV também possibilitou a
observacao dessa caracteristica. Além disso, foi observado que o tegumento do ecsoma também
apresenta plicacfes, porém menores do que as presentes no corpo, contrariando a descri¢do de
um tegumento do ecsoma liso feita por Gibson & Bray (1986). A natureza plicada do ecsoma
de L. excisum tambéem foi possivel de ser observada através da lamina histologica. Gibson &
Bray (1986) relatam a ocorréncia de plicacbes mais esparsas e com margens crenadas no
tegumento da superficie dorsal do corpo da espécie, localizadas entre as regides das ventosas
oral e ventral, sendo essa caracteristica marcante para L. excisum. Looss (1908) descreve a
presenca de “ondulagdes” (tradugao de krauselung, termo empregado por Looss na descri¢ao)
no tegumento dessa mesma regido. Markowski (1993) relata a mesma caracteristica em seu
estudo. Nos espécimes aqui analisados foi possivel observar, através da MEV, a presenca de
plicacBes mais largas na regido indicada por esses autores para a ocorréncia da caracteristica.

Lihe (1901), Ichiharaet al. (1968), Gibson & Bray (1986) e Hafeezullah & Dutta (1998)
descreveram a presenca de um labio ventral delimitado por duas incisdes laterais na ventosa
oral de L. excisum. Rudolphi (1819) descreve a presenca de uma concavidade na superficie
ventral da regido entre as duas ventosas da espécie. Ambas as caracteristicas foram possiveis
de serem observadas através de analises de microscopia dptica e MEV no presente estudo.

Amato (1983) descreveu L. chaetodipteri Amato, 1983 de C. faber (Broussonet)
proveniente do estado de Santa Catarina, sul do Brasil, enquanto Cezar & Luque (1999)
coletaram este parasito do mesmo hospedeiro no estado do Rio de Janeiro, sudeste brasileiro.
No presente estudo, foram relatados espécimes com valores de comprimento total,
comprimento e largura da ventosa oral, comprimento da ventosa ventral, comprimento da
vesicula seminal, comprimento da glandula prostatica, comprimento e largura dos testiculos,
comprimento do ovario e comprimento e largura do ovo maiores do que aqueles observados
por Amato (1983) (tabela 5). De maneira geral, a morfologia aqui observada estava de acordo

com a descrita por Amato (1983). Comparado com a descricéo original, observou-se o possivel
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arranjo dos testiculos em tandem, o que n&o havia sido relatado anteriormente. Além disso, 0s
testiculos posteriores parecem ser menores que os anteriores na descri¢do original (AMATO,
1983), enquanto que no presente estudo os testiculos anteriores e posteriores sdo simétricos.

Este é o primeiro estudo de L. chaetodipteri através da MEV, o que permitiu confirmar
a caracterizacdo do tegumento do corpo e do ecsoma como, respectivamente, plicado e liso,
conforme descrito por Amato (1983). Além disso, embora Amato (1983) tenha descrito uma
projecdo circular circundando a ventosa oral, com uma protuberancia ventral, nos espécimes
aqui estudados foi possivel observar, através das microscopias Optica e eletrdnica, incisuras
laterais (as mesmas observadas na ventosa oral de L. excisum) e isso ndo foi relatado na
descricdo original. Nao foi possivel processar histologicamente o0s espécimes de L.
chaetodipteri.

Amato (1983) utilizou a proporcdo do tamanho da ventosa como caracteristica para
distinguir L. excisum de L. chaetodipteri. No presente estudo, foi observado que, em média, a
distancia entre a ventosa oral e a ventosa ventral em L. chaetodipteri € maior. Além disso, 0
ecsoma € mais longo e fino em L. excisum e menor e mais largo em L. chaetodipteri. O
tegumento do ecsoma é liso em L. chaetodipteri, enquanto que em L. excisum ele apresenta
plicacBes. Outra diferenca entre essas espécies € a presenca de um tegumento concavo na
superficie ventral da regido entre as ventosas e de plicacdes mais largas na superficie dorsal
desta mesma regido em L. excisum. Comparando os espécimes de ambas as espécies do género
Lecithocladium coletadas de C. faber no presente estudo, L. chaetodipteri apresentou uma
ventosa oral, faringe, vesicula seminal, ovario e ovos maiores do que os de L. excisum.

Lecithocladium excisum e L. chaetodipteri aqui sequenciados agruparam com uma
sequéncia de L. excisum disponivel no GenBank (AY?222203), obtido de S. scombrus Linnaeus
no Mar do Norte, Reino Unido (OLSON et al., 2003). Lecithocladium excisum aqui
sequenciado e L. excisum previamente sequenciado ndo tinham bases diferentes em suas
sequéncias, enquanto que L. chaetodipteri tinha 194 pares de bases a menos que L. excisum
anteriormente sequenciado. A subfamilia Elytrophallinae Skrjabin & Guschanskaja, 1955,
representada na analise filogenética por essas trés sequéncias de Lecithocladium, agrupou com
a subfamilia Dinurinae Looss, 1907, representada pelas espécies Ectenurus virgula Linton,
1910 e Dinurus longisinus Looss, 1907 na presente analise, com alto valor de replicacdes para
ML (95%) e alto valor de probabilidade de suporte de nos para Bl (BBP=1). Este agrupamento
de subfamilias também foi observado em estudo prévio sobre analise filogenética de

Hemiuroidea baseada em 28S parcial (SOKOLOV et al, 2019). O presente estudo forneceu a
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primeira sequéncia de 28S de L. chaetodipteri. Além disso, é a primeira sequéncia de 28S de L.
excisum, cujo espécime foi obtido de C. faber no litoral brasileiro. A confirmacéo da espécie L.
excisum através de estudos moleculares reforca a identificacdo desta espécie de parasito,

endossando assim um novo registro de espécie de parasito para C. faber.

4.3 Prosogonotrema bilabiatum Vigueras, 1940

Prosogonotrema bilabiatum Vigueras, 1940 foi descrito em 1940 por Vigueras, a partir
de espécimes coletados de Ocyurus chrysurus (Bloch) na costa norte de Havana, Cuba. Esta
espécie é caracterizada principalmente pela localizacdo de estruturas reprodutivas na regiao pré-
acetabular e por possuir dois labios semicirculares na regido pré-oral (VIGUERAS, 1940;
1956). Nesse estudo, Vigueras estabeleceu o género Prosogonotrema Vigueras, 1940, a
subfamilia Prosogonotrematinae Vigueras, 1940 e a familia Prosogonotrematidae Vigueras,
1940 para acomodar a nova espécie. Segundo Vigueras (1940), Prosogonotrema nao poderia
ser incluido na familia Hemiuridae Looss, 1899 devido a presenca de um cirro bem definido e
de um saco do cirro, estruturas reprodutivas em localizacdo pré-acetabular e dois labios pré-
orais na extremidade anterior. Gibson & Bray (1979) apontaram a familia Prosogonotrematidae
como sinonimia de Sclerodistomidae Odhner, 1927, devido a presenca de uma vesicula
excretora acessoria, que ocorre de forma Unica em Prosogonotrema. Consequentemente, 0
género passou a ser incluido na superfamilia Hemiuroidea Looss, 1899. Gibson & Bray (1979)
consideraram Bhaleraoia Srivastava, 1948 como uma sinonimia duvidosa de Prosogonotrema.
Apesar de ambos possuirem morfologias correlacionadas, Bhaleraoia teve uma descricdo
escassa e apresenta um suposto uroprocto que provavelmente é uma interpretagdo errada da
vesicula excretora acessoria (GIBSON et al., 2002).

Prosogonotrema bilabiatum ja foi registrado em Ocyurus chrysurus (Bloch) no Caribe
(SOGANDARES-BERNAL, 1959); Lutjanus adetii (Castelnau) e Platax pinnatus (Linnaeus)
na Austrdlia (MANTER, 1969); Lutjanus griséus na Venezuela (NASIR, 1973); Lutjanus
synagris (Linnaeus) no Caribe (VELEZ, 1987); Naso hexacanthus (Bleeker) no Jap&o
(MACHIDA & UCHIDA, 1990); Platax orbicularis (Forsskdl) na costa da india
(HAFEEZULLAH & DUTTA, 1998); e Epinephelus areolatus (Forsskal) no Kuwait (SEY et
al., 2003). No Brasil, a espécie foi relatada pela primeira vez em C. faber (Broussonet) no estado
de Santa Catarina (AMATO, 1983) e novamente coletada no mesmo hospedeiro por Cezar &
Luque (1999) no estado do Rio de Janeiro. Outro registro de hospedeiro é em Rhomboplites

aurorubens (Cuvier) no Rio de Janeiro e Espirito Santo (JUSTO et al., 2003).
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Os espécimes de P. bilabiatum aqui estudados apresentaram uma ampla variagdo
morfométrica. Curiosamente, foram observados espécimes com comprimento do 6rgao do sinus
de 1005,45um, aproximadamente duas vezes maior que o comprimento registrado em
descrigdes prévias (502um) (MANTER, 1969). Além disso, a posicdo das estruturas
reprodutivas (como Utero e tubos vitelinicos) e do ceco também variou. Em alguns espécimes,
0s tubos vitelinicos e o ceco se sobrepuseram, respectivamente, ao ceco e ao Utero. Além disso,
os testiculos, a vesicula seminal e a glandula prostatica se sobrepuseram ao Gtero. No entanto,
ndo houve varia¢Ges na forma e tamanho do corpo, ventosas orais e ventrais, faringe, testiculos
e ovarios em comparagdo com o0s espécimes ja descritos. No geral, as medidas e variacdes dos
espécimes do presente estudo estdo de acordo com as descri¢des anteriores (tabela 6), exceto o
comprimento do ovo que apresentou um valor maior do que ja foi registrado na literatura.

Nasir (1973), Yadav (1980) e Sey et al. (2003) consideraram Prosogonotrema abalisti
Parukhin, 1964, Prosogonotrema carangi Velasquez, 1961, Prosogonotrema clupeae
Yamaguti, 1952, Prosogonotrema pritchardae Hafeezullah, 1971, Prosogonotrema
subequilatum Pritchard, 1963, Prosogonotrema symmetricum Oshmarin, 1965 e
Prosogonotrema zygaenae Ali & Bagwan, 1971 como sinonimias de P. bilabiatum. Madhavi
& Bray (2018) incluiram, com excecdo de P. symmetricum, as mesmas espécies como
sinonimias de P. bilabiatum. Hafeezullah & Dutta (1998) sugeriram que Prosogonotrema
plataxum Gu e Shen, 1979 e Prosogonotrema caesionis Gu e Shen, 1979 deveriam ser incluidos
na lista de sinonimias estabelecida por Nasir. Segundo esses autores, as diferencas no tamanho
do corpo, formato e localizacéo de estruturas, nimero de tubos vitelinicos e hospedeiro foram
utilizados como critério para distinguir essas espécies. Portanto, para eles, essas caracteristicas
parecem ser somente variagfes morfoldgicas, mas nao suficientes para definir as espécies como
diferentes. No entanto, Dronen et al. (2022) afirmaram que todas as espécies sinonimias
consideradas por Nasir, Yadav e Sey et al. sdo espécies validas e usaram todas as caracteristicas
citadas acima para justificar esta validade. Dronen et al. (2022) propGem ainda uma chave para
identificar as espécies do género Prosogonotrema Vigueras, 1940. No presente estudo, a
morfometria e as estruturas morfoldgicas dos exemplares variaram conforme as daquelas
espécies consideradas sinonimias. Dronen et al. (2022) sugerem que estudos moleculares dessas
espécies devem ser realizados para se chegar a um resultado mais conclusivo sobre as espécies
validas e sinonimias de Prosogonotrema e sobre as relac6es filogenéticas neste género.

O estudo de P. bilabiatum através de microscopia eletrénica de varredura corroborou as

descrigdes de estruturas reportadas anteriormente em analises de microscopia optica: um corpo
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cilindrico, alongado e em forma de fuso, um pouco achatado, com a maior largura ao nivel da
ventosa ventral (HAFEEZULLAH & DUTTA, 1998; VIGUERAS, 1940; VIGUERAS, 1956);
dois labios pré-orais semicirculares que cobrem parcialmente a superficie anterior da ventosa
oral (AMATO, 1983; HAFEEZULLAH & DUTTA, 1998; MADHAVI & BRAY, 2018;
MANTER, 1969; NASIR, 1973; SEY et al., 2003; VIGUERAS, 1940; VIGUERAS, 1956);
ventosas oral e ventral com uma estrutura robusta, bem definida e delimitada, mostrando uma
estrutura desenvolvida de ambas as ventosas (AMATO, 1983; HAFEEZULLAH & DUTTA,
1998; MANTER, 1969; NASIR, 1973; VELEZ, 1987; VIGUERAS, 1940; VIGUERAS, 1956);
e a localizagdo do poro excretor no topo da extremidade posterior do parasito (AMATO, 1983;
MANTER, 1969; SEY et al., 2003). Além disso, foi possivel observar a localizacdo detalhada
do poro genital dessa espécie, que ja foi descrita previamente (AMATO, 1983;
HAFEEZULLAH & DUTTA, 1998; MADHAVI & BRAY, 2018; MANTER, 1969; NASIR,
1973; VIGUERAS, 1940; VIGUERAS, 1956). Essa estrutura esta localizada em uma
invaginacdo do tegumento da superficie ventral da ventosa oral, ao nivel da faringe. A MEV
permitiu também a observacédo da saida do ducto hermafrodita no topo da extremidade anterior
de um 6rgéo do sinus conico. Essa € a primeira vez que essa caracteristica é reportada em P.
bilabiatum.

A andlise de MEV possibilitou uma clara descri¢do do tegumento da espécie que nunca
foi relatada anteriormente. Foi possivel observar um padrdo plicado do tegumento de P.
bilabiatum. Esse padrdo pode ser visto como pequenas dobras que ocorrem transversalmente
ao longo de toda superficie do corpo do parasito, como um ornamento anular do tegumento.
Amato (1983), Sey et al. (2003), Vigueras (1940) e Vigueras (1956) descreveram um tegumento
liso nessa espécie. Provavelmente esses autores ndo conseguiram observar o tegumento plicado
porque essa caracteristica ndo pode ser observada através da microscopia optica. A respeito da
possibilidade de ocorréncia de um tegumento nao liso em Hemiuroidea Looss, 1899, Gibson &
Bray (2002) afirmam a possibilidade de um tegumento enrugado na familia Sclerodistomidae
e enrugado ou plicado na superfamilia Hemiuroidea Looss, 1899. Os autores sugerem que as
plicacBes podem desempenhar um papel de defesa no parasito, em condi¢cdes de pH acido ou
alta osmolaridade, e também facilitar a mobilidade do organismo (GIBSON & BRAY, 1979).
Filippi et al. (2012) também afirmam que um tegumento plicado pode atuar no aumento da
superficie contato para absorcao de nutrientes.

O estudo histolégico confirmou a posicdo e a disposi¢cdo dos 6rgdos conforme

observado na microscopia Optica: ventosas musculares bem desenvolvidas, compostas de feixes
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musculares em orientagdo transversal e longitudinal delimitados por uma fina camada de tecido
conjuntivo; uma faringe muscular imediatamente abaixo da ventosa oral; a ramificagdo cecal
imediatamente abaixo do esdfago; longos cecos terminados em fundo cego; estruturas
reprodutivas localizadas na regido pré-acetabular; um 6rgéo do sinus alongado e cénico; um
receptaculo seminal lateral ao ovario; uma vesicula excretora em formato de “Y”; e a presenga
de uma vesicula excretora acessoria. De maneira geral, a natureza histologica das estruturas
reprodutivas de P. bilabiatum se assemelham aquelas observadas em estudos histoldgicos de
outros digenéticos (HANNA, 2015; PANYARACHUN et al., 2013; SILVA et al., 2005;
SWARNAKAR, 2012). Essas estruturas estdo circundadas por uma fina camada de epitélio
e/ou uma fina camada de tecido conjuntivo e, além disso, a glandula de Mehlis, as estruturas
vitelinicas e a glandula prostatica sdo compostas de células com um nucleo evidente e
citoplasma basofilico, apresentando uma natureza secretora.

A respeito da estrutura do tegumento, através das laminas histologicas foi possivel
observar tambeém o padréo plicado. A presenca de glandulas mucosas na camada subcutanea do
tegumento provavelmente esta relacionada a producédo de secrecdo que auxilia a adesdo do
parasito na parede do trato digestivo do hospedeiro, proporciona digestdo extracorpdrea e/ou
protege o parasito contra enzimas do hospedeiro (HALTON & DERMOTT, 1967). Nasir
(1973) descreve um corpo glandular em P. bilabiatum. Essa afirmacao provavelmente pode ser
uma referéncia as glandulas mucosas que foram observadas no presente estudo. Madhavi &
Bray (2018) descreveram um tegumento muscular e nas andlises histolégicas aqui feitas, isso
foi corroborado: feixes de musculo estriado foram observados ao longo do eixo longitudinal do
corpo do parasito, proximo ao revestimento tegumentar. A presenca desses musculos pode estar
associada a um alto grau de mobilidade.

CorddGes nervosos longitudinais compostos de fibras nervosas foram observados em
cortes histolégicos transversais, em ambos os lados e lateralmente a faringe. Esta observacao
estd de acordo com a descri¢do do sistema nervoso em Platyhelminthes, no qual existem dois
ganglios cerebrais na regido da faringe (QUIROGA et al., 2015). O epitélio do revestimento do
ceco se assemelha ao descrito no cestoide Echinostoma revolutum (Froéhlich, 1802) Looss, 1899
e no trematédeo Paramphistomum cervi (Zeder, 1790) Fischoeder, 1901 por Lakshmi & Rao
(1978). A gastroderme observada em P. bilabiatum apresenta microvilosidades ao longo do
revestimento interno do ceco; a extremidade posterior possui estruturas semelhantes as

projecdes piramidais descritas por esses autores. Essa caracterizagdo da gastroderme, com a
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presenca dessas especializagdes no revestimento interno, pode estar associada a um aumento
da superficie de contato para garantir uma maior absor¢do de nutrientes.

Yamaguti (1952) contradisse a terminologia “bolsa do cirro” usada por Vigueras (1940)
na descricdo original de P. bilabiatum. Segundo ele, 0 nome correto seria cone genital, ja que
essa estrutura contém o metratermo, e ndo o cirro. Curiosamente, Vigueras (1956) utilizou a
terminologia sugerida por Yamaguti, incluindo a medida da estrutura e localizagdo do
metratermo paralelamente a porcdo final do ducto ejaculatério nos espécimes. Estudos
anteriores (AMATO, 1983; MACHIDA & UCHIDA, 1990; MANTER, 1969; NASIR, 1973;
SEY et al., 2003) mencionaram essa estrutura usando o termo cone genital para se referir a ela.
Gibson et al. (2002) referem-se a esta estrutura hermafrodita bem desenvolvida como drgéo do
sinus. No presente estudo foi observada uma estrutura semelhante a descrita para P. clupea por
Yamaguti (1952) e para P. carangi por Hussain & Rao (1980), principalmente pela localizagédo
do metratermo e do ducto ejaculatorio lado a lado e a abertura do ducto hermafrodita na ponta
do 6rgéo do sinus. Além disso, a localizagcdo do poro genital corroborou com a observada por
Vigueras (1940), Yamaguti (1952), Vigueras (1956), Pritchard (1963), Amato (1983), Sey et
al. (2003) e Manter (1969); este ultimo especialmente por mencionar que o0 poro genital esta
localizado em uma dobra na superficie ventral da ventosa ventral. De fato, os cortes histoldgicos
mostraram que 0 metratermo e o ducto ejaculatério se estendem paralelamente até quase a
extremidade anterior do 6rgdo do sinus e, portanto, a juncdo dessas estruturas para formar o
ducto hermafrodita é mais anterior do que a relatada por Amato (1983) e Sey et al. (2003).

Em Sclerodistomidae Odhner, 1927, a presenca de uma vesicula excretora acessoria,
também conhecida como 6rgdo de Manter, € uma caracteristica do grupo (GIBSON et al.,
2002). Na subfamilia Prosogonotrematinae Vigueras, 1940 esta vesicula é unica (MADHAVI
& BRAY, 2018). Manter (1969) descreveu histologicamente essa estrutura com células altas e
proximas, nas quais ocorrem dois ou mais nucleos e com muitos granulos citoplasmaticos. No
presente estudo, uma estrutura circular foi observada em corte longitudinal, revestida
internamente por um epitélio cilindrico cuja superficie apical apresenta um certo grau de
fragmentacdo, além da presenca de granulos citoplasmaticos e pequenas dobras do epitélio.
Além disso, esse revestimento interno delimita uma cavidade que apresenta algum contetdo.
Essa descricdo da vesicula excretora acessoria esta de acordo com a feita por Manter (1969).
Segundo esse autor, o revestimento interno dessa estrutura se assemelha mais ao revestimento
cecal do que ao da vesicula excretora; entdo, possivelmente, a vesicula excretora acessoria pode

estar mais associada a uma funcdo digestiva do que uma excretora. Sugerimos estudos
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histoquimicos futuros dessa estrutura, para estabelecer a natureza bioquimica das células que a
compBem bem como a dos granulos citoplasmaticos presentes nas células e, consequentemente,
entender a funcdo dessa estrutura.

Esta é a primeira vez que um espécime de P. bilabiatum coletado de C. faber no Brasil
é sequenciado. A sequéncia obtida agrupou com outras duas sequéncias de P. bilabiatum
disponiveis no GenBank. A sequéncia aqui obtida ndo apresentou pares de bases diferentes com
P. bilabiatum (cddigo de acesso KU527431) de Claxton et al. (2017). Comparando estas duas
sequéncias com P. bilabiatum (cédigo de acesso AY?222191), sequenciado por Olson et al.
(2003), existem dois pares de bases diferentes. Claxton et al. (2017) comparou sua sequéncia
com a de Olson et al. (2003) e também observaram dois pares de bases diferentes,
provavelmente as mesmas observadas no presente estudo. Claxton et al. (2017) obtiveram P.
bilabiatum de Rhomboplites aurorubens (Cuvier) nos Estados Unidos, oceano Atlantico, e
Olson et al. (2003) coletaram as espécies de Caesio cuning (Bloch) na Australia, no Oceano
Pacifico. A semelhanca entre a sequéncia obtida no presente estudo com a de Claxton et al.
(2017) pode ser potencialmente justificada pela origem de ambos 0s espécimes, uma vez que
foram obtidos na mesma regido, o oceano Atlantico Ocidental. Tanto na anélise de ML quanto
na de BI, a familia Sclerodistomidae Odhner, 1927 agrupou-se com a familia Derogenidae,
apresentando um alto valor de suporte de nos para a Bl (BBP=1). Este agrupamento corrobora

com estudo anterior sobre relac6es filogenéticas em Digenea Nicoll, 1910 (OLSON et al, 2003).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foram descritas, em uma abordagem integrativa, através de
ferramentas de microscopias Optica e eletrdnica de varredura, histologia e molecular, quatro
espécies de hemiurdideos parasitos de C. faber, coletado na regido costeira do Rio de Janeiro,
sudeste do Brasil: Aponurus laguncula, Lecithocladium excisum, L. chaetodipteri e
Prosogonotrema bilabiatum. Chaetodipterus faber € registrado como um novo hospedeiro para
L. excisum. Foram obtidas variacdes morfométricas e caracterizacbes morfologicas para as
quatro espécies estudadas, que, de forma geral, variaram de acordo com descri¢fes prévias
disponiveis na literatura. Entretanto, existem medidas que representaram um novo maior valor
para estruturas e 6rgéos, além da possibilidade de novas conformacdes e organizacao que nao
foram reportadas previamente de algumas estruturas e orgaos. A aplicacdo de analises de
microscopia eletronica de varredura e histologia permitiram a corroboracdo de aspectos
morfologicos ja observados e descritos; mas além disso, permitiram a descricéo e discusséo de
estruturas e 0rgaos que geralmente nao sao passiveis de serem observados, ou dificilmente s&o,
somente com o uso da microscopia optica. Isso reforca a aplicagdo de variadas ferramentas para
diagnostico e descricdo das espécies, endossando a importancia da taxonomia integrativa. Esse
€ o0 primeiro estudo de abordagem em MEV para A. laguncula, L. chaetodipteri e P. bilabiatum;
€ 0 primeiro estudo sob a perspectiva histoldgica para A. laguncula, L. excisum e P. bilabiatum.
Foram providos os primeiros sequenciamentos de 28S para as quatro espécies a partir de
espécimes obtidos tanto de C. faber quanto do litoral brasileiro; no caso de L. chaetodipteri, €
a primeira sequéncia disponivel na literatura. As andlises filogenéticas confirmaram a
identificacdo das espécies, através dos agrupamentos formados com espécimes previamente
sequenciados e dos altos valores de suporte de nds calculados na maxima verossimilhanca e
inferéncia Bayesiana. Com excec¢do de L. chaetodipteri, que tem registro somente para uma
espécie de hospedeiro até o momento, as outras trés espécies tém uma ampla distribuicéo
geografica e gama de possiveis hospedeiros; mesmo assim, ha pouco material sequenciado
dessas trés espécies disponiveis na literatura. Futuros estudos baseados em analises molecular
e filogenética de espécimes provenientes de mais localidades e hospedeiros podem ajudar a
resolver questdes inerentes aos seus congéneres e as relacdes filogenéticas dos grupos aos quais
pertencem; em especial, para A. laguncula e P. bilabiatum, permitir a elucidacdo de conclusées
mais definitivas sobre as discussfes, respectivamente, em relagdo as espécies cripticas e a

validade ou ndo de possiveis sinonimias. O presente trabalho, com suas contribuicdes e
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resultados alcancados, ajuda a suprir a lacuna existente na literatura acerca dos estudos sobre a
diversidade de parasitos de peixes do litoral brasileiro, através de uma perspectiva taxondmica

integrativa.
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