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RESUMO

CRUCES, CELSO LUIS CHANCAHUANA. Taxonomia e filogenia de dactilogirideos
(Platyhelminthes: Monopisthocotyla: Dactylogyridae) parasitos de peixes marinhos
na regiao norte do Peru. 2024. 59p. Tese (Doutorado em Biologia Animal). Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2024.

O presente trabalho tem como objetivo estudar a taxonomia e filogenia de dactilogirideos
parasitos de peixes marinhos na regido norte do Peru. Entre marco de 2018 e dezembro
de 2019 foram coletadas, com auxilio de pescadores locais, trés 6sseos, Pronotogrammus
multifasciatus  Gill (Perciformes: Serranidae), Brotula clarkae Hubbs, 1944
(Ophidiiformes: Ophidiidae) e Galeichthys peruvianus Liitken, 1874 (Siluriformes:
Ariidae), para estudar seus parasitos. Os dactilogirideos encontrados foram analisados
morfologicamente por meio de microscopia de luz e, em alguns casos, foram analisados
geneticamente. No primeiro capitulo, o género Bicentenariella Cruces, Chero, Saez &
Luque, 2022, é proposto ¢ trés espécies, B. claudiae (espécie-tipo), B. sinuosa ¢ B.
puertopizarroensis, sao descritas das branquias de P. multifasciatus. Adicionalmente,
duas espécies previamente descritas no género Parancylodiscoides Caballero y Caballero
& Bravo-Hollis, 1961, Pa. peruensis e Pa. signiferi, sdo transferidos para Bicentenariella
como B. peruensis e B. signiferi. No segundo capitulo, Brotulella Cruces, Chero & Luque,
2023, ¢ proposto, baseado em dados morfoldgicos e moleculares, para acomodar duas
espécies de dactilogirideos, B. laurafernandae (espécie-tipo) e B. luisahelenae nos
filamentos branquiais do peixe B. clarkae. No terceiro capitulo, trés espécies, duas de
Neotetraonchus ¢ uma de Chauhanellus, sdo descritas infectando as branquias de G.
peruvianus. Foram fornecidas as sequéncias do gene 28S do rDNA para estas espécies e
sua posicao filogenética foi investigada. As espécies aqui descritas representan as
primeiras ocorréncias dos géneros Neotetraonchus € Chauhanellus no Peru.

Palavras-chave: Monopisthocotyla, Bicentenariella, Brotulella, Neotetraonchus, peixes
0sseos, ectoparasitos.



ABSTRACT

CRUCES, CELSO LUIS CHANCAHUANA. Taxonomy and phylogeny of
dactylogyrids (Platyhelminthes: Monopisthocotyla: Dactylogyridae) parasites of
marine fish in the northern region of Peru. 2024. 59p. Thesis (Ph.D. in Animal
Biology). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satude, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ. 2024

The present work aims to study the taxonomy and phylogeny of dactylogyrid parasites of
marine fish in the northern region of Peru. Between March 2018 and December 2019,
three species of bony fish were collected with the help of local fishermen:
Pronotogrammus multifasciatus Gill (Perciformes: Serranidae), Brotula clarkae Hubbs,
1944 (Ophidiiformes: Ophidiidae), and Galeichthys peruvianus Litken, 1874
(Siluriformes: Ariidae) to study their parasites. The dactylogyrids found were
morphologically analyzed using light microscopy and, in some cases, were genetically
analyzed. In the first chapter, Bicentenariella Cruces, Chero, Saez & Luque, 2022, is
proposed, and three species, B. claudiae (type species), B. sinuosa, and B.
puertopizarroensis, are described from the gills of P. multifasciatus. Additionally, two
species previously described in the genus Parancylodiscoides Caballero y Caballero &
Bravo-Hollis, 1961, P. peruensis, and P. signiferi, are transferred to Bicentenariella as B.
peruensis and B. signiferi. In the second chapter, a new genus, Brotulella Cruces, Chero
& Luque, 2023, is proposed based on morphological and molecular data to accommodate
two species of dactylogyrids, Br. laurafernandae (type species) and Br. luisahelenae, on
the gill filaments of B. clarkae. In the third chapter, three species, two of Neotetraonchus
and one of Chauhanellus, are described infecting the gills of G. peruvianus. The 28S
rDNA gene sequences for these species were provided, and their phylogenetic position
was investigated. The species described here represent the first occurrences of the genera
Neotetraonchus and Chauhanellus in Peru.

Key words: Monophisthocotyla, Bicentenariella, Brotulella, Neotetraonchus, Bony fish,
Ectoparasites.
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INTRODUCAO GERAL

Os monogenéticos sdo parasitos que fazem parte da classe Monogenea Van
Beneden, 1858, e pertencente ao filo Platyhelminthes Minot, 1876 e sdo caracterizados
pela presenca de um o6rgao de fixagdo posterior denominado haptor (Boeger & Kritsky,
2001; Pavenelli et al., 2002). Sao organismos geralmente pequenos e achatados, e infetam
peixes marinhos ¢ de dgua doce (Boeger & Kritsky, 2001), e outros animais aquaticos
(Du Preez et al., 2002; Pavenelli et al., 2008). Estes parasitos tém um ciclo de vida direto,
0 que significa que passam por um unico hospedeiro durante o seu ciclo de vida (Pavenelli
et al,, 2013) (Fig. 1). As formas adultas dos monogenéticos geralmente vivem nas
branquias, na pele ou nas nadadeiras dos peixes, onde se fixam e se alimentam de fluidos
corporais (Eiras et al., 2010). Algumas espécies podem infectar os 6rgaos internos, cloaca
ou bexiga urindria, de anfibios e répteis aquaticos ou a cavidade ocular de hipopdtamos
(Boeger & Kritsky, 2001). O ciclo de vida dos monogeneticos geralmente inclui estagios
de ovos, larvas (oncomiracidio) e adultos (Buchmann & Lindesstrom, 2002). Apds a
eclosdo dos ovos, as larvas procuram ativamente um hospedeiro adequado para se
fixarem. Uma vez ligados ao hospedeiro, amadurecem e reproduzem-se, produzindo
novos ovos para continuar o ciclo (Roumbedakis et al., 2018). No entanto, esse ndo ¢ o
unico ciclo de vida observado entre os monogenéticos. A familia Gyrodactylidae, por
exemplo, apresenta um ciclo de vida diferente e mais complexo. Os gyrodactylideos sdo
viviparos € ndo liberam ovos no ambiente. Em vez disso, eles produzem larvas
diretamente dentro do corpo da fémea, e essas larvas sdo liberadas ja em estagio avancado
de desenvolvimento, prontas para infestar o hospedeiro. Além disso, esses parasitos tém
a capacidade de se reproduzir por meio de um processo chamado poliembriogenia, onde
uma larva em desenvolvimento pode conter uma outra larva no seu interior, criando assim
uma descendéncia rapida e eficaz no hospedeiro (Boeger & Kritsky, 2001).

Figura 1. O ciclo de vida de um monogenético parasitando as branquias de um peixe
marinho. Informagdes de acordo com Boeger & Kritsky (2001).



O estudo da taxonomia dos monogenéticos ¢ fundamental por varias razdes.
Primeiramente, a taxonomia permite a identificacdo e classificagdo adequadas desses
parasitos com base em caracteristicas morfologicas e moleculares. Isso € essencial para
compreender a diversidade, distribui¢ao e evolugao desses organismos, além de auxiliar
na investigagdo de suas relacdes com os hospedeiros. Dentro dos monogenéticos, os
Dactylogyridae sdao uma familia de grande importancia na saude dos hospedeiros,
composta por uma grande variedade de espécies (Cribb et al., 2002). Estes parasitos sao
encontrados nas branquias e na superficie do corpo de peixes de dgua doce e salgada. A
sua capacidade de se fixar nas branquias pode causar sérios danos aos hospedeiros,
interferindo na respiragdo, no funcionamento adequado das branquias e,
consequentemente, prejudicando o desempenho fisioldgico do peixe (Bakke et al., 2007;
Antonelli et al., 2010). Através de suas estruturas de fixagdo, como ganchos, eles
provocam lesdes que podem levar a ulceragdo, inflamagao e até hemorragias (Buchmann
& Lindenstrem, 2002; Thatcher, 2006). Essas lesoes facilitam a entrada de agentes
patogénicos secundarios, como bactérias e fungos, comprometendo ainda mais a satde
do hospedeiro (Thatcher, 2006). Além disso, a infestagao intensa pode causar estresse no
peixe, reduzindo sua capacidade de alimentagdo e crescimento (Buchmann &
Lindenstrem, 2002; Thatcher, 2006). Portanto, a compreensao da diversidade desses
parasitos € crucial para implementar medidas de controle e manejo adequadas, incluindo
o desenvolvimento de estratégias de prevencdo e tratamento para reduzir o impacto
negativo que eles podem causar nos peixes ¢ na industria aquicola (Mendoza-Franco
2009).

No Peru, foram registradas um total de 358 espécies de monogenéticos, das quais
270 sao espécies validas e 88 estdo identificadas a nivel de familia ou género (Santillan
et al., 2023). A maioria dessas espécies (335) infesta peixes teleosteos, enquanto 20
parasitam condrictes, como tubardes e raias. Além disso, foram documentadas 3 espécies
que infectam anfibios. As familias mais diversas sdo Dactylogyridae, com 217 espécies,
e Diplectanidae, com 24 espécies (Santillan et al., 2023).

O objetivo desta tese ¢ fornecer um maior conhecimento da biodiversidade de
monogenéticos Dactylogyridae, parasitos de peixes marinhos na zona norte do Peru,
realizando um estudo taxonomico e filogenético dos mesmos. Isso permitira gerar
informagdes que possam, futuramente, servir como subsidios para estudos de integridade
biotica das regides, como, por exemplo, na avaliacdo da saude dos ecossistemas marinhos
através da presenca e diversidade desses parasitos, ou no monitoramento de mudangas
ambientais que possam afetar as comunidades de peixes e seus parasitos associados.



CAPITULO I

Proposta de Bicentenariella Cruces, Chero, Siaez & Luque, 2021 (Monogenea:
Dactylogyridae), incluindo a descricdes de trés espécies e duas combinagoes de
peixes serranideos (Actinopterygii: Serranidae: Anthiinae) no Oceano Pacifico Sul-
Americano!

!Artigo publicado: Cruces, C.L.; Chero, J.D.; Saez, G.; Luque, J.L. Bicentenariella ng
(Monogenea: Dactylogyridae) including descriptions of three new species and two new
combinations from serranid fishes (Actinopterygii: Serranidae: Anthiinae) in the South
American Pacific Ocean. Syst. Parasitol. 2021, 98(4), 357-367. (ANEXO I).



1. INTRODUCAO

Os Serranidae incluem 556 espécies de peixes marinhos que ocorrem em oceanos
tropicais e temperados. Comumente conhecidos como robalos (garoupas e castanholas),
a familia atualmente contém 75 géneros (Eschmeyer et al. 1983). Apesar de os Serranidae
serem relativamente comuns e terem distribui¢des geograficas relativamente amplas, a
diversidade da fauna de Dactylogyridae que os parasitam ¢ comparativamente pouco
conhecida (Cruces et al., 2017a, 2020). Até hoje, membros de quatro géneros foram
relatados de hospedeiros serranideos; estes sdo Dactylogyrus Diesing, 1850, Haliotrema
Johnston & Tiegs, 1922, Parancylodiscoides Caballero y Caballero & Bravo-Hollis,
1961, e Pronotogrammella Cruces, Chero, Saez & Luque, 2020 (Monaco & Mizelle,
1955; Young, 1968; Justine, 2007a, b; Justine & Sigura, 2007; Justine & Vignon, 2009;
Dang et al., 2010; Kritsky & Bakenhaster, 2016; Nitta & Nagasawa, 2018; Cruces et al.,
2017a, 2020).

Durante uma pesquisa parasitologica de helmintos parasitando peixes marinhos do
norte do Peru, foram encontradas trés espécies de Bicentenariella Cruces, Chero, Sdez &
Luque, 2022, infectando as branquias do robalo-fil¢, Pronotogrammus multifasciatus Gill
(Actinopterygii: Serranidae), um actinopterigeo demersal endémico do Pacifico Oriental,
que habita em fundos rochosos e se alimenta de pequenos crustdceos planctonicos
(Eschmeyer et al. 1983; Froese & Pauly, 2021). Aqui sdo descritas essas trés espécies.
Além disso, Parancylodiscoides peruensis Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2017 ¢ P.
signiferi Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2017 foram transferidos para o género
Bicentenariella, como B. peruensis e B. signiferi, respectivamente.

2. MATERIAL E METODOS

Os peixes foram coletados de janeiro de 2018 até fevereiro de 2019 da zona costeira
de Puerto Pizarro, Tumbes, Peru (3°29'S, 80°24'W) (Fig. 2), usando redes de emalhe e
foram dissecados imediatamente apos a captura. Os arcos branquiais foram removidos
imediatamente e colocados em frascos contendo dgua do mar aquecida (60°C). Cada
frasco foi vigorosamente agitado e formalina foi adicionada para obter uma solugdo de
4%. No laboratorio, o contetido de cada frasco foi examinado sob um microscopio
estereoscopico e os monogenéticos foram retirados das branquias ou sedimentos usando
agulhas pequenas. Alguns espécimes foram corados com tricromico de Gomori,
diafanizados em eugenol, e montados em balsamo do Canada. Outros espécimes foram
montados em meio Gray & Wess (Humason 1979) para o estudo de estruturas
esclerotizadas. Os espécimes foram examinados e fotografados usando um microscépio
composto OlympusTM BX51 equipado com iluminacdo normal e microscopia de
contraste de interferéncia diferencial (DIC), e desenhos foram feitos com o auxilio de um
tubo de desenho. Medidas sdao expressas em micrometros, a menos que indicado de outra
forma, usando distdncias em linha reta entre pontos extremos das estruturas medidas e
sdo expressas como o intervalo seguido pela média e numero (n) de estruturas medidas
entre parénteses. O comprimento do corpo representa o comprimento do corpo
propriamente dito com o haptor. A numeracdo dos pares de ganchos segue as
recomendacdes de Mizelle (1936) e Mizelle & Price (1963). Os peixes foram
identificados usando as chaves dos peixes marinhos peruanos de Chirichigno & Vélez
(1998) e Chirichigno & Cornejo (2001). As abreviagdes P. e Pr. para os parasitos
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(Parancylodiscoides e Pronotogrammella) e Po. para o hospedeiro (Pronotogrammus)
sao usadas para evitar duvidas quanto aos géneros.

Para comparacdo, os seguintes tipos € vouchers de dactylogyrideos depositados na
Colecao Nacional de Helmintos, Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma
de México (CNHE), México, na Cole¢cdao Helmintoldgica do Museu Nacional de Historia
Natural, Institui¢ao Smithsonian (USNM), EUA, e na Colecao Helmintoldgica do Museu
de Historia Natural da Universidade San Marcos (MUSM), Peru, foram estudados:
Haliotrema cromileptis Young, 1968 (USNM 1357003, holotipo; USNM 1357004,
paratipo); H. epinepheli Young, 1968 (USNM 1357005, holotipo, USNM 1357006,
paratipo); P. peruensis (MUSM 3480, holotipo; MUSM 3481-3507, paratipos); P.
signiferi (MUSM 3508, hol6tipo; MUSM 3509-3539, paratipos); P. chaetodipteri
Caballero & Bravo-Hollis, 1961 (MUSM 3247, voucher); Pronotogrammella boegeri
Cruces, Chero, Séez & Luque, 2020 (MUSM 4430, hol6tipo; MUSM 443 1a-j, paratipos);
Pr. multifasciatus Cruces, Chero, Saez & Luque, 2020 (MUSM 4434, holotipo; MUSM
4435a-b, paratipos); e Pr. scholzi Cruces, Chero, Saez & Luque, 2020 (MUSM 4432,
holétipo; MUSM 4433a-f, paratipos). O material-tipo foi depositado no Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marco (MUSM).

Para cumprir com as regulamentagdes estabelecidas no artigo 8.5 da versdo
modificada de 2012 do Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoologica (ICZN, 2012),
os detalhes de todos os novos taxons foram submetidos ao ZooBank. Para cada novo
taxon, o Identificador de Ciéncias da Vida (LSID) ¢ relatado no resumo taxondmico.

Figura 2. Localizagdo geografica do litoral do Puerto Pizarro, Regidao de Tumbes, Peru.
Circulo vermelho indica a localidade de coleta dos peixes.



3. RESULTADOS

Ordem Dactylogyridea Bychowsky, 1937
Familia Dactylogyridae Bychowsky, 1933

Bicentenariella Cruces, Chero, Saez & Luque, 2021

Diagnose: Corpo fusiforme, ligeiramente achatado dorsoventralmente, compreendendo
corpo proprio (regido cefalica, tronco e pedunculo) e haptor. Tegumento fino, superficie
lisa. Um l6bulo terminal discreto e 2 lobos cefélicos bilaterais; 3 pares de 6rgaos cefalicos
bilaterais. Glandulas cefélicas unicelulares, anterior e posterolateral a faringe. Manchas
ocelares ausentes; granulos cromaticos acessorios presentes. Boca subterminal, ventral;
faringe muscular, glandular; es6fago curto. Poros genitais comuns ventrais, proximo ao
nivel da bifurca¢o intestinal. Gonadas interceca. Testiculo dorsal e posterior ao ovario;
vesicula seminal ¢ uma dilata¢ao do vaso deferente; um ou dois reservatorios prostaticos.
Orgio copulatério masculino (OCM) tubular, esclerotizado, com aba basal bifurcada ou
ndo, sem peca acessoOria. Membrana delicada associada ao eixo do OCM presente ou
ausente. Ovario inteiro, a direita da por¢ao anterior do testiculo; oviduto, utero nao
observados. Abertura vaginal dextrolateral; vagina muscular, em forma de trombeta,
esvaziando-se para receptaculo seminal. Foliculos vitelinos densos, coextensos com os
cecos intestinais. Haptor com lobulos emparelhados bilateralmente, sem reservatorios
hapticos, armado com 2 pares de complexos de barra de ancora e 7 pares de ganchos com
distribuigdo ancirocefalina sensu Mizelle (1936). Ancoras iguais; cada uma com raiz
superficial alongada e raiz profunda curta. Barra ventral alongada com duas projecdes
mediais (mp); barra dorsal em forma de X, com bragos anteriores mais longos que os
bragos posteriores. Ganchos com hastes nao dilatadas e polegar obtuso saliente. Parasitos
das branquias de espécies de peixes serranideos.

Espécie tipo: Bicentenariella claudiae.
Etimologia: O nome do género refere-se a comemoragdo do 200° aniversario da
Independéncia da Republica do Peru (América do Sul). O nome ¢ apendado ao diminutivo
-ella e deve ser tratado como feminino.

Comentarios:

Bicentenariella difere de todos os outros géneros de Dactylogyridae
principalmente por apresentar uma barra dorsal em forma de X, com os bragos anteriores
mais longos que os posteriores, € por ter uma barra ventral com duas projecdes mediais.
Além disso, Bicentenariella também se caracteriza pelos seguintes caracteres: (i) ancoras
iguais, cada uma com raiz superficial alongada e raiz profunda curta; (ii) haptor com
lobulos emparelhados bilateralmente, sem reservatdrios hapticos; (iii) ganchos com
polegar obtuso saliente e haste nao dilatada; (iv) ceco intestinal confluindo
posteriormente; (v) OCM tubular em forma de cone com aba basal bifurcada ou ndo, sem
peca acessoria, com membrana delicada associada ao eixo do OCM presente ou ausente;
(vi) uma vagina muscular em forma de trombeta, abertura vaginal dextrolateral; (vii)
manchas ocelares ausentes, granulos cromaticos acessorios presentes; e (viii) um testiculo
ndo lobulado. Bicentenariella se assemelha a Parancylodiscoides Caballero y Caballero
& Bravo-Hollis, 1961, que inclui trés espécies parasitando peixes Ephippidae e uma
espécie que infesta peixes serranideos. Os membros de ambos os géneros compartilham

6



as seguintes caracteristicas: (i) um complexo copulatério sem pega acessoria; (ii) barras
dorsais e ventrais diferentes; e (iii) ancoras iguais. No entanto, além das caracteristicas
distintivas mencionadas (barra dorsal em forma de X com os bragos anteriores mais
longos que os posteriores € uma barra ventral com duas projecoes mediais),
Bicentenariella difere de Parancylodiscoides por suas espécies geralmente terem um
haptor sem reservatorios hapticos (dois pares de reservatdrios hapticos presentes em
Parancylodiscoides spp.); uma vagina em forma de trombeta (fusiforme em
Parancylodiscoides spp.); uma abertura vaginal dextrolateral (uma abertura vaginal
dextroventral em Parancylodiscoides spp.); OCM tubular (em forma de J em
Parancylodiscoides spp.); base do OCM com aba bifurcada ou nao, dirigida
posteriormente (aba bifurcada ou ndo dirigida anteriormente em Parancylodiscoides
spp.); e testiculo nao lobulado (testiculo lobulado em Parancylodiscoides spp.).

As espécies de Bicentenariella assemelham-se ligeiramente as espécies de
Pronotogrammella por possuirem um OCM sem peca acessoria, ganchos com polegares
salientes e hastes ndo dilatadas, barras dorsais e ventrais diferentes, um poro vaginal
dextral, dois cecos intestinais sem diverticulos e unidos posteriormente as gonadas, € um
ovario a direita do testiculo. No entanto, Bicentenariella difere de Pronotogrammella por
suas espécies terem ancoras iguais (ao invés de diferentes como em Pronotogrammella
spp.); ancoras ventrais sem esclerito acessorio articulado a ponta das raizes superficiais
(presente em Pronotogrammella spp.); e granulos cromaticos acessorios na area cefalica
(ausentes em Pronotogrammella spp.).

Bicentenariella claudiae Cruces, Chero, Saez & Luque, 2022
(Figuras 3A-F)

Descri¢ao: [Baseado em 8§ espécimes montados em meio Gray e Wess e 11 corados com
tricromico de Gomori.] Corpo alongado (Fig. 3A), 496-578 (528; n = 19) de
comprimento; largura maxima 108—127 (117; n = 19) geralmente no nivel do testiculo.
Regido cefalica ligeiramente larga; lobos cefalicos moderadamente desenvolvidos; par
bilateral de glandulas cefélicas no nivel pré e pds-faringeo. Faringe esférica, com maior
largura de 28-35 (32; n=11). Pedunculo largo. Haptor subretangular, 53—63 (56;n=11)
de comprimento; 80-96 (89; n = 11) de largura; grupo de células secretoras bem
desenvolvidas situadas no pedunculo; musculo adutor extrinseco ventral bem
desenvolvido, passando através de células secretoras. Ancoras com ranhuras finas
conspicuas, semelhantes em forma; cada uma com raiz superficial alongada bem
desenvolvida, raiz profunda arredondada e curta, haste ligeiramente curva, ponta curta e
curva (Fig. 3B, C); ancora ventral 50-51 (51; n = 10) de comprimento, base 14-18 (16;
n = 10) de largura; ancora dorsal 50-53 (51; n = 10) de comprimento, base 14—17 (16; n
= 10) de largura. Barra ventral 37-50 (44; n = 12) de comprimento, em forma de barra,
com extremidades laterais em forma de machado (Fig. 3D). Barra dorsal 51-64 (58; n =
12) de comprimento, com projecdes posteromedial, bragos anteriores bem desenvolvidos
e robustos, bracos posteriores curtos (Fig. 3E, Fig. 6A). Quatorze ganchos semelhantes,
12—-13 (13; n = 8) de comprimento, cada um com polegar obtuso saliente, haste uniforme
e ponta delicada (Fig. 3F); laco de gancho filamentoso (FH) aproximadamente do
tamanho da haste. OCM 247-268 (256; n = 12) de comprimento, um tubo esclerotizado
sinuoso com extremidade distal em forma de chicote; base do OCM ligeiramente
expandida com uma aba curta e larga dirigida posteriormente; aba com extremidade distal
arredondada. Testiculo grande, intercaecal, oval, ndo lobulado, 82-91 (86; n = &) de
comprimento, 3842 (40; n = 8) de largura; vaso deferente dilatando-se para formar
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grande vesicula seminal fusiforme ligeiramente no lado esquerdo do tronco, lateral ao
OCM; dois reservatorios prostaticos piriformes, dextrolaterais ao OCM; glandulas
prostaticas pouco visiveis, intercaecais. Ovario 22-31 (27; n = 8) de comprimento, 19—
26 (22; n = 8) de largura; piriforme; oviduto, oo6tipo e utero nao observados. Abertura
vaginal dextrolateral no nivel da vesicula seminal; vestibulo vaginal alongado, ndo
esclerotizado, situado obliquamente no lado direito do corpo anterior ao ovario; ducto
vaginal correndo posteriormente para se unir ao receptdculo seminal subsférico;
receptaculo seminal sobrepondo a extremidade anterior do ovario. Foliculos vitelinos ao
longo do tronco, ausentes nas regides dos 6rgaos reprodutivos. Ovos ndo observados.

Resenha taxondomica

Hospedeiro tipo: Pronotogrammus multifasciatus Gill (Perciformes: Serranidae).

Sitio de infeccio: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Material tipo: Hol6tipo (MUSM 4715); 18 paratipos (MUSM 4716a-r).

Etimologia: Esta espécie ¢ nomeada em homenagem a Dra. Claudia Portes Santos
(Fundagdo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Brasil) em reconhecimento a sua valiosa
contribui¢do para a Ictioparasitologia Neotropical.

Comentarios:

Bicentenariella claudiae é a espécie-tipo do género recém-criado. A espécie €
caracterizada por seu OCM, que ¢ um tubo esclerotizado sinuoso com extremidade distal
em forma de chicote. Além disso, B. claudiae ¢ tipificada por ter uma barra ventral com
extremidades laterais em forma de machado e dois reservatorios prostaticos.



Figura 3. Bicentenariella claudiae. A. Espécime (vista ventral). B. Ancora ventral. C.
Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F. Gancho. G. Orgio copulatorio
masculino. Abreviagdes: mp, proje¢des mediais.



Bicentenariella sinuosa Cruces, Chero, Saez & Luque, 2022
(Figuras 4A-F)

Descri¢do: [Baseado em 7 espécimes montados em meio Gray e Wess e 6 corados com
tricromico de Gomori.] Corpo alongado (Fig. 4A), 490-512 (508; n = 11) de
comprimento; largura maxima 106—119 (112; n = 11) geralmente no nivel do testiculo.
Regido cefélica larga; lobos cefalicos moderadamente desenvolvidos; par bilateral de
glandulas cefalicas no nivel pré e pos-faringeo. Faringe esférica, 30-34 (32; n = 6) na
maior largura. Pedinculo largo, alongado. Haptor subretangular, diferenciado do tronco,
59-62 (61; n = 6) de comprimento; 84-93 (88; n = 6) de largura; grupo de poucas células
secretoras situadas no pedinculo. Ancoras com ranhuras finas conspicuas, semelhantes
em forma; cada uma com raiz superficial alongada bem desenvolvida, raiz profunda
arredondada e curta, haste ligeiramente curva, ponta curta e curva (Fig. 4B, C); ancora
ventral 49-53 (51; n = 7) de comprimento, base 16—18 (17; n = 7) de largura; ancora
dorsal 53-55 (54; n="7) de comprimento, base 14—-16 (15; n=7) de largura. Barra ventral
45-48 (46; n = 7) de comprimento, em forma de haltere com duas proje¢des mediais
pouco desenvolvidas, extremidades laterais ampliadas e bilobadas (Fig. 4D). Barra dorsal
55-61 (57; n="7) de comprimento, com bragos anteriores moderadamente desenvolvidos
e estreitos, bragos posteriores robustos (Fig. 4E, Fig. 6B). Quatorze ganchos semelhantes,
12-13 (13; n = 7) de comprimento, cada um com polegar obtuso saliente, haste uniforme
e ponta delicada (Fig. 4F); lago de gancho filamentoso (FH) aproximadamente do
tamanho da haste. OCM 145-163 (152; n = 7) de comprimento, ligeiramente afunilado,
eixo sinuoso; base do OCM expandida com uma aba discreta e larga dirigida
posteriormente; membrana filamentosa irregular envolvendo o eixo do OCM. Testiculo
grande, intercaecal, ovado, ndo lobulado, 85-98 (86; n = 6) de comprimento, 45-59 (48;
n=4) de largura; vaso deferente dilatando-se para formar vesicula seminal fusiforme bem
desenvolvida ligeiramente no lado esquerdo do tronco, lateral ao OCM; um reservatério
prostatico piriforme, dextrolateral ao OCM. Ovério 47-50 (49; n = 4) de comprimento,
22-28 (25; n = 3) de largura; piriforme; oviduto, 06tipo e itero ndo observados. Abertura
vaginal dextrolateral no nivel da vesicula seminal; vestibulo vaginal alongado, nao
esclerotizado, situado obliquamente no lado direito do corpo anterior ao ovario; ducto
vaginal correndo posteriormente para se unir ao receptdculo seminal subsférico;
receptaculo seminal sobrepondo a extremidade anterior do ovario. Foliculos vitelinos ao
longo do tronco, ausentes nas regides dos orgaos reprodutivos. Ovos nao observados.

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Pronotogrammus multifasciatus Gill (Perciformes: Serranidae).

Sitio de infec¢do: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Material tipo: Holotipo (MUSM 4717); 12 paratipos (MUSM 4718a-1).

Etimologia: O nome especifico (um adjetivo) vem do latim (sinuosa = sinuoso) e se
refere a forma do eixo do OCM.

Comentarios:

Bicentenariella sinuosa ¢ tipificada por possuir um OCM ligeiramente afunilado
e sinuoso com uma membrana filamentosa irregular envolvendo seu eixo € uma base
expandida com uma aba discreta. Além disso, B. sinuosa difere de B. claudiae por possuir
uma barra ventral em forma de haltere com extremidades bilobadas (vs uma barra ventral
em forma de barra com extremidades laterais em forma de machado em B. claudiae), um
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reservatorio prostatico (vs dois reservatdrios prostaticos em B. claudiae) € uma barra
dorsal com bragos anteriores quase do mesmo tamanho que os bragos posteriores (vs uma
barra dorsal com bragos anteriores bem desenvolvidos e robustos e bragos posteriores
curtos em B. claudiae).
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Figura 4. Bicentenariella sinuosa. A. Espécime (vista ventral). B. Ancora ventral. C.
Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F. Gancho. G. Orgdo copulatorio
masculino. Abreviagdes: mp, proje¢oes mediais.
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Bicentenariella puertopizarroensis Cruces, Chero, Saez & Luque, 2022
(Figuras 5A-F)

Descri¢do: [Baseado em 8 espécimes montados em meio Gray e Wess e 7 corados com
tricromico de Gomori] Corpo alongado (Fig. 5A), 702-757 (738; n = 15) de
comprimento; largura maxima 94-98 (96; n = 14) geralmente no nivel do testiculo.
Regido cefilica ligeiramente larga; lobos cefalicos ndo diferenciados; par bilateral de
glandulas cefalicas no nivel faringeo. Faringe esférica, 26—30 (28; n = 7) na maior largura.
Pedunculo estreito, alongado. Haptor subtrapezoidal, diferenciado do tronco, 66—75 (69;
n = 7) de comprimento; 85-92 (89; n = 5) de largura. Ancoras com ranhuras finas
conspicuas, ligeiramente diferentes em forma (Fig. 5B, C); ancora ventral 51-54 (52; n =
6) de comprimento, base 15—-18 (16; n =7) de largura, com raiz superficial alongada bem
desenvolvida, raiz profunda arredondada, haste ligeiramente curva e ponta curta e curva;
ancora dorsal 57-63 (60; n = 8) de comprimento, base 17-19 (18; n = 5) de largura, com
raiz superficial alongada bem desenvolvida, raiz profunda discreta, haste ligeiramente
curva e ponta curta e curva. Barra ventral 78—81 (80; n = 8) de comprimento, estreita, em
forma de “W”, proje¢des mediais discretas, extremidades laterais ligeiramente
expandidas (Fig. 5D). Barra dorsal 51-58 (54; n = 5) de comprimento, bragos anteriores
desenvolvidos e estreitos, bragos posteriores robustos (Fig. SE, Fig. 6C). Quatorze
ganchos semelhantes, 12—13 (13; n = 8) de comprimento, cada um com polegar obtuso
deprimido, haste uniforme e ponta delicada (Fig. 5F); lago de gancho filamentoso (FH)
aproximadamente do tamanho da haste. OCM 69-75 (72; n = 8) de comprimento, um
tubo esclerotizado com extremidade distal torcida; base do OCM amplamente expandida
com aba bifurcada dirigida posteriormente; membrana delicada colocada na extremidade
distal do OCM (Fig. 5G). Testiculo grande, intercaecal, ovado, ndo lobulado, 118-124
(121; n = 6) de comprimento, 46—52 (48; n = 6) de largura; vaso deferente dilatando-se
para formar grande vesicula seminal fusiforme ligeiramente no lado esquerdo do tronco,
lateral ao OCM; reservatorio prostatico quase piriforme, dextrolateral ao OCM. Ovario
37-39 (38; n = 4) de comprimento, 18-25 (23; n = 4) de largura; piriforme; oviduto,
obtipo e utero nao observados. Abertura vaginal dextrolateral no nivel da vesicula
seminal; vestibulo vaginal alongado, ndo esclerotizado, situado obliquamente no lado
direito do corpo anterior ao ovario; ducto vaginal correndo posteriormente para se unir ao
pequeno receptaculo seminal subsférico; receptaculo seminal sobrepondo a extremidade
anterior do ovario. Foliculos vitelinos ao longo do tronco, ausentes nas regides dos 6rgaos
reprodutivos. Ovos ndo observados.

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Pronotogrammus multifasciatus Gill (Perciformes: Serranidae).
Sitio de infeccio: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Material tipo: Hol6tipo (MUSM 4719); 14 paratipos (MUSM 4720a-n).
Etimologia: O nome especifico refere-se a localidade tipo.

Comentarios:

Bicentenariella puertopizarroensis ¢ facilmente diferenciada de todos os
congéneres por possuir um OCM em forma de tubo com extremidade distal torcida e uma
base amplamente expandida com aba bifurcada. Além disso, B. puertopizarroensis difere
por possuir uma barra ventral em forma de W, uma membrana delicada associada a
extremidade distal do OCM, e ancoras ligeiramente diferentes.
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Figura 5. Bicentenariella puertopizarroensis. A. Espécime (vista ventral). B. Ancora
ventral. C. Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F. Gancho. G. Orgao
copulatorio masculino. Abreviagdes: mp, projecdes mediais.
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Bicentenariella peruensis (Cruces, Chero, Saez & Luque, 2017) Cruces, Chero, Saez
y Luque, 2021

Sindnimo: Parancylodiscoides peruensis Cruces, Chero, Saez & Luque, 2017

(Fig. 6D).

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Hemanthias peruanus (Steindachner) (Perciformes: Serranidae)
Sitio de infeccio: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Espécimes estudados: Holotipo (MUSM 3480); 27 paratipos (MUSM 3481-3507).

Comentarios:

Esta espécie foi originalmente descrita como Pa. peruensis por Cruces et al.
(2017a) a partir das branquias de H. peruanus coletados em Puerto Pizarro, Tumbes, Peru.
Parancylodiscoides peruensis ¢ agora transferido para Bicentenariella como B. peruensis
(Cruces, Chero, Séez & Luque, 2017) com base na barra dorsal amplamente em forma de
X com os bracos anteriores mais longos que os posteriores, a barra ventral com duas
projecdes mediais, haptor sem reservatorios hapticos, OCM tubular em forma de cone,
sem peca acessoOria e abertura vaginal dextrolateral. Bicentenariella peruensis difere de
todos os congéneres por seu OCM em forma de cone com extremidade distal curva e uma
base em forma de sino.

Bicentenariella signiferi (Cruces, Chero, Saez & Luque, 2017) Cruces, Chero, Sdez
y Luque, 2021

Sindnimo: Parancylodiscoides signiferi Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2017

(Fig. 6E).

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Hemanthias signifer (Garman) (Perciformes: Serranidae)

Sitio de infec¢do: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Espécimes estudados: Hol6tipo (MUSM 3508); 31 paratipos (MUSM 3509-3539).

Comentarios:

Esta espécie foi descrita como Pa. signiferi por Cruces et al. (2017a) a partir das
branquias de H. signifer coletadas em Puerto Pizarro, Tumbes, Peru. Parancylodiscoides
signiferi foi transferido aqui para Bicentenariella com base na barra dorsal amplamente
em forma de X com os bragos anteriores mais longos que os posteriores, uma barra ventral
com duas projec¢des mediais, um héptor sem reservatdrios hapticos; um OCM tubular em
forma de cone, sem peca acessoOria € uma abertura vaginal dextrolateral. Bicentenariella
signiferi (Cruces, Chero, Saez & Luque, 2017) n. comb. difere de todos os congéneres
por sua morfologia do OCM, que ¢ tubular com um laco na extremidade distal. Além
disso, B. signiferi ¢ tipificada por ter pontos de ancoras com sulco na superficie externa.
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Bicentenariella sinuosa. C. Bicentenariella puertopizarroensis. D. Bicentenariella
peruensis (Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2017) n. comb. (MUSM 3487, paratipo). E.
Bicentenariella signiferi (Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2017) n. comb. (MUSM 3536,
paratipo). F. Parancylodiscoides chaetodipteri Caballero & Bravo-Hollis, 1961 (MUSM
3247, voucher).
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4. DISCUSSAO

Embora apenas trés espécies de hospedeiros serranideos tenham sido anteriormente
examinadas para parasitos monogenéticos no Peru (Cruces et al., 2020), a diversidade
parece ser maior, com espécies aparentemente exibindo alta especificidade de hospedeiro
(oioxenos). Das cinco espécies validas de monogenéticos dactylogyrideos relatadas de
serranideos do Peru, trés espécies parecem estar restritas a infectar P. multifasciatus:
Pronotogrammella boegeri Cruces, Chero, Saez & Luque, 2020, Pr. multifasciatus
Cruces, Chero, Saez & Luque, 2020, e Pr. scholzi Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2020
(Cruces et al., 2020).

As outras duas espécies de Dactylogyridae parasitando hospedeiros serranideos no
Peru sdo B. peruensis e B. signiferi infectando as branquias de H. peruanus e H. signifer,
respectivamente. Cruces et al. (2017) atribuiram esses dois espécimes ao género
Parancylodiscoides com base, entre outras caracteristicas, por ter uma barra dorsal com
extremidades bifurcadas. No entanto, uma analise detalhada dos espécimes-tipo de Pr.
peruensis (MUSM 3480, holotipo; MUSM 34813507, paratipos) e Pr. signiferi (MUSM
3508, holotipo; MUSM 3509-3539, parétipos) indicou que suas barras dorsais tém
formato de X (veja Fig. 6D-E) e ndo formato de bastdo com extremidades bifurcadas
como nas espécies de Parancylodiscoides (Veja Fig. 6F). Com base nisso e em outras
caracteristicas, Pr. peruensis ¢ Pr. signiferi agora foram transferidos para Bicentenariella
como B. peruensis e B. signiferi. Com nossos dados parasitologicos atualizados, a fauna
dactylogyridea de peixes serranideos do Peru, que sdao hospedeiros relativamente pouco
estudados, agora ¢ composta por oito espécies: cinco espécies de Bicentenariella e trés
espécies de Pronotogrammella.

A ocorréncia de espécies de Bicentenariella em diferentes espécies de hospedeiros da
mesma familia (B. claudiae, B. sinuosa e B. puertopizarroensis em P. multifasciatus; B.
peruensis em H. peruanus; e B. signiferi em H. signifer) pode parecer inesperada, mas
tem sido demonstrado que essas trés espécies de peixes serranideos sao filogeneticamente
relacionadas com base em andlises de sequéncias de mtDNA ribossomal 12S e 16S (Craig
e Hastings, 2007). Os hospedeiros P. multifasciatus, H. peruanus e H. signifer sao
membros da subfamilia Anthiinae, um grupo aparentemente monofilético e
filogeneticamente relacionado a Serraninae (Craig e Hastings, 2007). Assim, as espécies
de Bicentenariella sdo confirmadas como parasitos naturais das branquias de peixes
serranideos atribuidos a Anthiinae e aparentemente restritas ao Pacifico Oriental.

A presenca de uma barra dorsal em forma de X com os bragos anteriores mais longos
que os posteriores ¢ a principal caracteristica taxonomica de Bicentenariella. Esse carater
aparentemente também ocorre em algumas espécies de dactylogyrideos que infectam
peixes serranideos, i.e. Haliotrema cromileptis Young, 1968 de Cromileptes altivelis
(Valenciennes) na Australia; H. epinepheli Young, 1968 de Epinephelus fasciatus
(Forsskal) e E. merra Bloch na Australia e Variola albimarginata Baissac na China;
Haliotrema sp. de Justine (2007a) de E. maculatus (Bloch) na Nova Caledonia; e Pa.
macrobaculum (Zhukov, 1983) Kritsky & Bakenhaster, 2016 de E. morio (Valenciennes),
Mycteroperca interstitialis (Poey), M. microlepis (Goode & Bean), M. phenax Jordan &
Swain, e M. venenosa (Linnaeus) no Golfo do México (Young, 1968; Justine 2007a; Dang
et al., 2010; Kritsky & Bakenhaster, 2016; Nitta & Nagasawa, 2018). No entanto, todas
as quatro espécies sdo parasitos das branquias de peixes serranideos pertencentes a
subfamilia Epinephelinae, e diferem das espécies de Bicentenariella por possuir uma

17



barra dorsal com os bragos anteriores de tamanho semelhante aos bragos posteriores
(barra dorsal com os bragos anteriores mais longos que os bragos posteriores em
Bicentenariella, exceto em B. sinuosa onde os bragos anteriores quase do mesmo tamanho
que os posteriores).

Parancylodiscoides macrobaculum & a tnica espécie do género descrita de peixes
serranideos (Kritsky & Bakenhaster 2016). As outras espécies de Parancylodiscoides
(incluindo a espécie-tipo) foram descritas de peixes ephippideos dos oceanos Pacifico e
Atlantico (Kritsky 2012). Com base nisso, Pa. macrobaculum apresenta algumas
diferencas morfoldgicas com Parancylodiscoides spp. de ephippideos, ou seja, uma barra
dorsal ndo bifurcada, mas sim amplamente em forma de X (uma barra dorsal com
extremidades bifurcadas em Parancylodiscoides spp.), uma abertura vaginal dextrolateral
(uma abertura vaginal dextroventral em Parancylodiscoides spp.), uma base do OCM
com aba dirigida posteriormente (aba bifurcada ou ndo dirigida anteriormente em
Parancylodiscoides spp.); e um testiculo nao lobulado (testiculo lobulado em
Parancylodiscoides spp.), essa espécie poderia eventualmente ser removida de
Parancylodiscoides ¢ um novo género poderia ser proposto para designar Pa.
macrobaculum. Além disso, os hospedeiros de Pa. macrobaculum (Ordem Perciformes)
e os hospedeiros das espécies de Parancylodiscoides que infectam peixes ephippideos
(Ordem Ephippiformes) sdo filogeneticamente distantes (Betancur et al. 2017), o que
poderia apoiar essa hipdtese. No entanto, um estudo detalhado com base no exame de
espécimes-tipo € novos espécimes de Pa. macrobaculum é necessario para confirmar seu
status taxondmico.

Atualmente, estudos sobre a fauna de parasitos monogenéticos de peixes marinhos no
Peru tém aumentado progressivamente nos ultimos cinco anos (Cruces et al., 2020).
Como resultado, dezessete novas espécies de monogenéticos foram descritas e quatro
novos géneros foram propostos, ou seja. Olivacotyle Cruces, Chero, Saez, [annacone &
Luque, 2017; Hypanocotyle Chero, Cruces, Sdez, Camargo, Santos & Luque, 2018;
Peruanocotyle Chero, Cruces, Sdez & Luque, 2018 e Pronotogrammella (Cruces et al.
2017a,b; 2018; 2020; 2022). Assim, o presente trabalho, juntamente com outros trabalhos
anteriormente realizados, sugere que os peixes marinhos do Peru abrigam uma
diversidade excepcional de espécies de monogenéticos ainda inexploradas.
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CAPITULO II

Caracterizacdo morfolégica e molecular de Dactylogyridae parasitos das
branquias de peixes marinhos de profundidade no Peru, incluindo a proposta de
Brotulella Cruces, Chero & Luque, 2022 e a descri¢iio de duas espécies!

Artigo publicado: Cruces, C.L.; Simdes, R.; Maldonado, A.M.; Severino, R.; Chero,
J.D.; Luque, J.L. Proposal of Brotulella n. gen. for monogeneans from the gills of the
Pacific bearded brotula Brotula clarkae Hubbs, 1944 (Ophidiiformes: Ophidiidae), based
on morphological and molecular evidence. Fishes 2023, 8(12), 588. (ANEXO II).
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1. INTRODUCAO

Peru, assim como outros paises neotropicais, abriga uma fauna rica de peixes,
especialmente um grande numero de peixes 6sseos (Marin et al., 2022). No que diz
respeito a diversidade de ictiologia marinha, um total de 698 espécies de peixes foi
relatado, pertencentes a 388 géneros e 138 familias (Froese & Pauly, 2023), a maioria
registrada no mar do Norte, sendo um dos ecossistemas marinhos mais ricos no Peru
(Nature & Culture International, 2023). Varias pesquisas parasitologicas realizadas
no norte do Peru encontraram uma fauna rica de Dactylogyridea Bychowsky, 1937
em peixes marinhos, especialmente em peixes serranideos e ciaenideos (Cruces et al.,
2017a, b).

Dactylogyridae Bychowsky, 1933, uma familia diversa de parasitos
monogeneticos, representa um componente significativo da fauna parasitica entre
peixes em todo o mundo (Cruces et al., 2018). Os Dactylogyridae exibem notéavel
diversidade em morfologia, ciclos de vida e especificidade de hospedeiro, tornando
imperativa a compreensdo de sua taxonomia e papéis ecoldgicos (Cruces et al., 2018).
Compreender as relagdes intrincadas entre as espécies de Dactylogyridae e seus
hospedeiros de peixes € crucial por varias razdes. Primeiro, esses parasitos podem
induzir efeitos patogénicos consideraveis em seus hospedeiros, impactando na saude,
crescimento e até levando a mortalidade em casos graves (Tancredo & Martins, 2019).
Em segundo lugar, sua prevaléncia e abundancia nos ecossistemas aquaticos podem
servir como indicadores de saude do ecossistema e mudangas ambientais (Mbokane
et al., 2015). Além disso, devido a sua alta especificidade de hospedeiro e selecdo de
local dentro das branquias ou pele dos peixes, as espécies de Dactylogyridae podem
oferecer insights sobre padrdoes de migracdo dos peixes e preferéncias de habitat
(Mbokane et al., 2015).

A brotula barbada do Pacifico Brotula clarkae Hubbs, 1944 (Ophidiiformes:
Ophidiidae) ¢ um peixe bentopelagico endémico do Pacifico Tropical Oriental (Allen
et al., 1994; Nielsen et al., 1999; Herrera et al., 2016), que habita fundos de lama e
conchas quebradas (Ambrose, 1996). Esta espécie ¢ distribuida do Golfo da Califérnia
(EUA) até Paita (Peru) (Herrera et al., 2016; Chirichigno & cornejo, 2001; Lea et al.,
2009). Embora numerosos estudos tenham se concentrado na biologia reprodutiva da
brotula barbada do Pacifico (Nielsen et al., 1999; Acevedo et al., 2007; Chavez-
Cevallos & Caballero-Vergara, 2008), a fauna parasitaria associada a Br. clarkae
permanece desconhecida até o momento. Durante um estudo sobre ectoparasitos
branquiais de peixes marinhos do Peru, duas espécies pertencentes a Dactylogyridae
Bychowsky, 1937 foram encontradas em Br. clarkae. Neste estudo, ambas as
espécies, B. laurafernandae Cruces, Chero & Luque, 2023 e B. luisahelenae Cruces,
Chero & Luque, 2023, sdo examinadas com base em dados morfoldgicos e
moleculares.

2. MATERIAL E METODOS
Coleta de espécimes e andlises morfologicas

Dois espécimes de Br. clarkae foram obtidos com pescadores locais do balnedrio de
Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W) (Fig. 2), Tumbes, Peru, durante uma expedicao de
campo em fevereiro de 2019. Os hospedeiros foram dissecados imediatamente, e os arcos
branquiais foram removidos e colocados em frascos contendo agua do mar (60°C). Cada
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frasco foi agitado, e formalina foi adicionada para obter uma solu¢dao a 4%. Alguns
monogenéticos foram fixados diretamente em alcool 70% e posteriormente preservados
em alcool 90% até o uso. As partes anterior e posterior desses espécimes foram cortadas
e usadas para identificacdo morfoldgica, enquanto as partes médias foram usadas em
procedimentos moleculares. No laboratorio, o conteudo de cada frasco foi examinado sob
um microscopio de dissecacdao, e monogenéticos foram removidos das branquias ou do
sedimento usando sondas pequenas. Alguns espécimes foram corados com tricromico de
Gomori, diafanizados em eugenol ¢ montados em balsamo do Canadé. Outros espécimes
foram montados em meio de Gray & Wess (Humason, 1997) para o estudo de estruturas
esclerotizadas. Os espécimes foram examinados e fotografados usando um microscopio
de luz OlympusTM BX51 equipado com contraste de interferéncia diferencial (DIC), e
desenhos foram feitos com a ajuda de um tubo de desenho. As medidas estio em
micrometros (um), a menos que indicado de outra forma, usando distancias em linha reta
entre pontos extremos das estruturas medidas e sdo expressas como o intervalo seguido
pela média e nimero (n) de estruturas medidas entre parénteses. O comprimento do corpo
representa o comprimento do corpo com o haptor. A numeracdo dos pares de ganchos
haptorais seguiu o sistema de Mizelle (1936) e Mizelle & Price (1963). Os peixes foram
identificados de acordo com Chirichigno & Vélez (1998). A abreviagdo B. para o parasito
(Brotulella) e Br. para o hospedeiro (Brotulla) sdo usadas para evitar dividas quanto aos
géneros. O material tipo foi depositado na coleg¢@o helmintologica do Museu de Historia
Natural da Universidade San Marcos (MUSM-HEL), Lima, Peru.

Caracteriza¢do molecular e andlises filogenéticas

O DNA gendmico foi isolado de um espécime de cada espécie de parasito usando o
kit Qiagen QIAamp DNA Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com o protocolo
do fabricante. O gene parcial de 28S rRNA foi amplificado por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) usando os primers C1 (5’ -ACCCG CTGAA TTTAA GCAT-3")e D2
(5’ -TGGTC CGTGT TTCAA GAC- 3') (Littlewood et al., 2000; Lockyer et al., 2003;
Olson et al., 2003). O perfil de termociclador, conforme descrito por Mendoza-Palmero
et al. (2015), consistiu em uma desnaturagdo inicial ajustada em 95°C por 3 minutos,
seguida por 34 ciclos de amplificagdo (94°C por 30 s, 56°C por 30 s € 72°C por 1:30 min),
com uma extensdo final mantida a 72 graus C por 4 minutos. As amostras foram
sequenciadas usando um analisador de DNA ABI 3730 da subunidade RPTO1A para
sequenciamento de DNA da Rede de Plataformas Tecnoldgicas da Fundagdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. Os fragmentos resultantes foram montados em sequéncias
contiguas no Geneious (Kearse et al., 2012). Essas sequéncias foram depositadas no
GenBank SUB13983437 ¢ SUB13983462. Um total de 36 espécies, representando 18
géneros de Dactylogyridae infectando 27 espécies de peixes marinhos, foram incluidas
nas analises filogenéticas. Além disso, 3 espécies de Diplectanidae foram utilizadas como
grupo externo para compara¢ao (consulte a tabela 1). O alinhamento e a edi¢do das
sequéncias foram realizados usando Clustal W no MEGA versao 7.0 (Kumar et al., 2016).
O software Mega 7.0 foi usado para a constru¢do de distancias genéticas usando os dois
parametros de Kimura (1980). O software online PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) foi
usado para reconstruir filogenias com base na abordagem de méxima verossimilhanca
(ML). O modelo de evolucao de nucleotideos, General Time Reversible (GTR), foi
selecionado com Smart Model Selection (SMS), executado no PhyML (Lefort et al.,
2017), usando o critério de informacao bayesiano. O suporte do n6 foi calculado pelo
teste de razao de verossimilhanca aproximada para ramos (aLRT) (Anisimova & Gascuel,
2006) e pelos percentuais de bootstrap nao paramétricos (ML-BP) com 1.000
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pseudoréplicas. A inferéncia filogenética bayesiana (BI) foi realizada usando MrBayes
versdao 3.2.6 (Ronquist et al., 2011) em XSEDE usando o CIPRES Science Gateway
(Miller et al., 2011), com o modelo GTR + G. Amostragem de cadeia de Monte Carlo
(MCMC) para cada matriz foi realizada para 10.000.000 geracdes com quatro cadeias
simultaneas em duas execugdes. O suporte de ramos em darvores bayesianas por
probabilidades posteriores bayesianas (BPP) foi avaliado a partir de arvores que foram
amostradas a cada 100 geracdes, apds a remog¢do de uma fracdo inicial de 25%. As
sequéncias do GenBank que foram incluidas para as analises filogenéticas, assim como
as sequéncias utilizadas para o grupo externo estdo listadas na Tabela 1.

3. RESULTADOS

Ordem Dactylogyridea Bychowsky, 1937
Familia Dactylogyridae Bychowsky, 1933

Brotulella Cruces, Chero & Luque, 2022

Diagnosis: Corpo dividido em regido cefalica, tronco, pedinculo e haptor. Tegumento
fino, liso. Orgﬁos cefalicos, lobos cefalicos presentes; glandulas cefalicas unicelulares,
anterior e posterolateral a faringe. Manchas ocelares ausentes; granulos cromaticos
acessorios ausentes. Boca subterminal, ventral; faringe muscular, glandular; eso6fago
curto, intestino bifurcado; cecos intestinais confluentes posteriormente ao testiculo, sem
diverticulos. Poro genital comum ventral, proximo ao nivel da bifurcacdo intestinal.
Haptor armado com 14 ganchos com distribui¢do ancirocefalica segundo Mizelle (1936),
2 pares de ancoras, 2 barras haptorais, sem reservatorios haptorais; ancoras dissimilares,
extremidade distal das raizes superficiais e profundas com bainha em forma de meias;
barra ventral arqueada; barra dorsal com processo anterior e posterior largos; ganchos
com hastes nao dilatadas e polegar arredondado ereto. Gonadas in tandem, intercecal.
Testiculo posterior ao ovario. Ducto deferente em volta do ceco intestinal esquerdo.
Vesicula seminal quase sigmoide. Dois reservatdrios prostaticos com paredes musculares
espessas. Orgdo copulador masculino (OCM) tubular, esclerotizado, com extremidade
distal torcida; base cilindrica; pega acessoria delicada, membranosa, articulada ao eixo do
OCM. Ovirio em forma de U; oviduto e Utero ndo observados. Vagina esclerotizada,
desembocando no receptaculo seminal, abertura vaginal dextrolateral. Foliculos vitelinos
densos, coextensivos com os cecos intestinais. Parasitos de branquias de peixes marinhos.

Espécie tipo: Brotulella laurafernandae Cruces, Chero & Luque, 2022 das branquias da
brotula barbada do Pacifico Brotula clarkae Hubbs, 1944 (Ophidiiformes: Ophidiidae).
Outras espécies: Brotulella luisahelenae Cruces, Chero & Luque, 2022 de B. clarkae.
Etimologia: O nome do género refere-se ao nome do género do peixe hospedeiro
(Brotula). O diminutivo -ella ¢ adicionado ao nome do género e deve ser tratado como
feminino.

Comentarios:

Brotulella ¢ caracterizado pela combinacdo das seguintes caracteristicas: (1)
ancoras com uma bainha em forma de meia-cal¢a associada a extremidade distal das
raizes superficiais e profundas, (2) gonadas in tamdem, (3) um OCM distalmente torcido
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com uma delicada peca acessoria membranosa articulada ao eixo do OCM, (4) um ovario
em forma de U, (5) uma vesicula seminal quase sigmoide, ¢ (6) dois reservatorios
prostaticos com paredes musculares espessas. Brotulella se assemelha mais a espécies do
género Platycephalotrema Kritsky & Nitta, 2019, que compreende nove espécies que
parasitam as laminas branquiais dos peixes cabeca-chata (Platycephalidae). Espécies de
ambos os géneros compartilham (1) gonadas in tandem, (2) um ducto deferente em volta
do ceco intestinal esquerdo, (3) dois reservatérios prostaticos, (4) uma vagina
esclerotizada, (5) abertura vaginal destra, (6) sete pares de ganchos, (7) e um OCM tubular
com extremidade distal complexa. No entanto, Brotulella difere de Platycephalotrema
por suas espécies terem ancoras desiguais (ancoras iguais em Platycephalotrema spp.);
uma bainha em forma de meia-cal¢a associada a extremidade distal das raizes superficiais
e profundas das ancoras (ausente em Platycephalotrema spp.); um OCM com pega
acessoria (ausente em Platycephalotrema spp.); ganchos com polegar arredondado ereto
(polegar arredondado proeminente em Platycephalotrema spp.); um ovario em forma de
U (ovério oval em Platycephalotrema spp.); um vestibulo vaginal curto (vestibulo vaginal
longo em Platycephalotrema spp.); reservatdrios prostaticos com paredes musculares
espessas  (reservatorios  prostaticos sem paredes musculares espessas em
Platycephalotrema spp.); e auséncia de manchas ocelares (quatro manchas ocelares em
Platycephalotrema spp.). Espécies de Brotulella se assemelham a espécies de Ligophorus
Euzet & Suriano, 1977, que inclui espécies parasitando tainhas (Mugilidae). Membros de
ambos os géneros compartilham as seguintes caracteristicas: (1) gonadas in tandem, (2)
um OCM tubular esclerotizado e ndo enrolado, (3) um ovério com forma de U, e (4) uma
vagina esclerotizada. No entanto, espécies desses géneros diferem por ter ancoras com
uma bainha em forma de meia-calga associada a extremidade distal das raizes superficiais
e profundas (ausente em Ligophorus spp.), um ducto deferente em volta do ceco intestinal
esquerdo (ducto deferente ndo passando pelo ceco intestinal em Ligophorus spp.), dois
reservatorios prostaticos com paredes musculares espessas (um reservatorio prostatico
piriforme sem parede muscular espessa em Ligophorus spp.) € por ter uma barra ventral
arqueada (barra ventral em forma de V em Ligophorus spp.). Espécies de Brotulella se
assemelham ligeiramente as de Bravohollisia Bychowsky & Nagibina, 1970 e Caballeria
Bychowsky & Nagibina, 1970 por terem gonadas in fandem, um OCM tubular
esclerotizado e ndo enrolado, e uma barra ventral arqueada. No entanto, espécies de
Brotulella diferem de espécies desses géneros por terem um OCM com pega acessoria
(ausente em espécies de Bravohollisia e Caballeria) e pela auséncia de glandulas
haptorais (presentes em espécies de Bravohollisia e Caballeria). Espécies de Brotulella
se assemelham ligeiramente a espécies de Mexicana Caballero & Bravo-Hollis, 1959,
parasitos de peixes haemulideos, por terem gonadas in tandem e um ovario quase em
forma de U, mas diferem dessas espécies por terem dois reservatorios prostaticos (um
reservatorio prostatico em Mexicana spp.), um testiculo ndo bipartido (principalmente
bipartido posteriormente em Mexicana spp.) € auséncia de manchas ocelares (quatro
manchas ocelares em Mexicana spp.).

Finalmente, espécies de Brotulella se assemelham a espécies de Boegeriella
Mendoza-Palmero & Hsiao, 2020 e Nanayella Acosta, Mendoza-Palmero, da Silva &
Scholz, 2019 pela forma do ovario (em forma de U). No entanto, espécies de Brotulella
diferem de Boegeriella spp. pela morfologia do OCM (tubular com extremidade distal
torcida em Brotulella vs enrolada em Boegeriella spp.). Espécies de Brotulella podem ser
distinguidas de espécies de Nanayella por terem ganchos de tamanho semelhante
(ganchos de tamanhos diferentes em Nanayella).
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Brotulella laurafernandae Cruces, Chero & Luque, 2023
(Figuras 7A-F)

Descri¢ao: Corpo alongado, 486—702 (603, n = 13) de comprimento; maior largura 68—
106 (89, n = 13) geralmente ao nivel do testiculo. Regido cefalica moderadamente larga;
lobos cefalicos moderadamente desenvolvidos; glandulas cefalicas bilaterais,
emparelhadas, em niveis pré e pos-faringeos. Faringe esférica, maior largura 23-30 (27,
n = 6). Pedinculo curto a alongado. Haptor sub-hexagonal, 59-84 (72, n = 13) de
comprimento, 78—113 (100, n = 13) de largura; grupo de células glandulares secretoras
discretas situadas no pedinculo. Ancoras com asas finas e evidentes; ancora ventral 59—
63 (61, n = 7) de comprimento, com raiz profunda arredondada, raiz superficial robusta,
eixo ligeiramente arqueado, ponta alongada, base 19-24 (21, n = 7) de largura; ancora
dorsal 65-69 (66, n = 7) de comprimento, com raiz profunda arredondada, raiz superficial
alongada, eixo ligeiramente arqueado, ponta alongada, base 20-23 (21, n = 7) de largura.
Barra ventral 44-57 (50, n = 11) de comprimento, em forma de haste, bilobada posterior
e medialmente, com extremidades laterais expandidas. Barra dorsal 44-56 (51, n=11)
de comprimento, com processos anteriores curtos em forma de mascara, processos
posteriores curvados. Sete pares de ganchos semelhantes, 12-15 (13, n = 8) de
comprimento, cada um com polegar obtuso proeminente, haste uniforme e ponta delicada;
laco filamentoso do gancho (FH) ao redor do comprimento da haste. OCM 3646 (41, n
= 12) de comprimento, afilado, peca acesséria com expansdes medial e proximal; base do
OCM com formato cilindrico. Testiculo grande, intercecal, ovado, ndo lobulado, 77-100
(89, n = 6) de comprimento, 42—58 (52, n = 6) de largura; ducto deferente dilatado para
formar grande vesicula seminal no lado esquerdo do tronco, posterolateral ao OCM;
reservatorio prostatico anterior ovado, dorsal ao OCM, reservatorio prostatico posterior
com forma de girino, dextrolateral ao OCM. Ovario 32-55 (45, n = 6) de comprimento,
2640 (34, n = 6) de largura; oviduto, o6tipo e utero ndo observados. Vestibulo vaginal
infundibuliforme, esclerotizado, posicionado horizontalmente no lado direito do corpo
anterior ao ovario; ducto vaginal correndo posteriormente para se juntar ao grande
receptaculo seminal subsférico. Foliculos vitelinos ao longo do tronco, campos laterais
de foliculos confluindo posteriormente a0 OCM e posteriormente ao testiculo. Ovos nao
observados.

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Brotula clarkae Hubbs, 1944 (Ophidiiformes: Ophidiidae), brotula
barbada do Pacifico.

Sitio de infec¢io: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Material tipo: Holotipo (MUSM-HEL 5132), 12 paratipos (MUSM-HEL 5133a-1), 1
hologen6foro (MUSM 5133m).

Sequéncia de DNA representativa: A sequéncia foi depositada no GenBank sob o
numero de acesso SUB13983437 para o rDNA 28S com 720 pb.

Etimologia: A espécie foi nomeada em homenagem a Laura Fernanda do Amarante
Luque, filha do autor sénior.

Comentarios:

Brotulella laurafernandae ¢é a espécie-tipo do género e apresenta as caracteristicas
diagnosticas do mesmo.
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Figura 7. Brotulella laurafernandae. A. Espécime (vista ventral). B. Ancora ventral. C.
Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F. Gancho. G. Orgio copulatorio
masculino.
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Brotulella luisahelenae Cruces, Chero & Luque, 2023
(Figuras 8A-F)

Descri¢ao: Corpo alongado, quase fusiforme, 625-930 (769, n = 12) de comprimento;
maior largura 111-153 (132, n = 12) geralmente ao nivel da vesicula seminal. Regido
cefalica larga; lobos cefalicos pouco desenvolvidos; glandulas cefalicas bilaterais,
emparelhadas em niveis pré e pos-faringeos. Faringe esférica, com maior largura de 29—
44 (35, n = 8). Pedunculo curto a alongado. Haptor subquadrangular, 78—109 (94, n = 12)
de comprimento, 120-165 (139, n = 12) de largura; grupo de células glandulares
secretoras discretas localizadas no pedunculo. Ancoras com finas e evidentes asas; 4ncora
ventral 67-76 (70, n = 7) de comprimento, com raiz profunda arredondada, raiz
superficial robusta, eixo ligeiramente arqueado, ponta alongada com sulco na superficie
externa, base 22-26 (24, n = 7) de largura; ancora dorsal 80-89 (88; n = 7) de
comprimento, com raiz profunda quase arredondada, raiz superficial alongada, eixo
ligeiramente arqueado, ponta alongada com sulco na superficie externa, base 2024 (22,
n = 7) de largura. Barra ventral 60-78 (69, n = 8) de comprimento, em forma de V largo,
com extremidades laterais moderadamente aumentadas. Barra dorsal 56—73 (66, n = 8)
de comprimento, com processos anteriores curtos em forma de rosto de gato, processos
posteriores obliquos. Sete pares de ganchos semelhantes, 12-15 (14, n = 7) de
comprimento, cada um com polegar obtuso proeminente, haste uniforme e ponta delicada;
lago filamentoso do gancho (FH) ao redor do comprimento da haste. OCM 88—107 (96,
n = 12) de comprimento, afilado, peca acessoria com expansao proximal; base do OCM
com forma quase de trapezoidal. Testiculo grande, intercecal, subtriangular, ndo
lobulado, 91-129 (108, n = 5) de comprimento, 75-97 (88, n = 5) de largura; ducto
deferente dilatando para formar grande vesicula seminal no lado esquerdo do tronco,
posteroalteral ao OCM; reservatério prostatico ventral alongado, ventral ao OCM,
reservatorio prostatico dorsal bem desenvolvido, dextrolateral ao OCM. Ovario 42-61
(54, n = 5) de comprimento, 58—73 (65, n = 5) de largura; oviduto, o6tipo e utero nao
observados. Vestibulo vaginal infundibuliforme, esclerotizado, posicionado
horizontalmente no lado direito do corpo anterior ao ovéario; ducto vaginal correndo
posteriormente para se juntar ao grande recepticulo seminal subsférico. Foliculos
vitelinos ao longo do tronco, campos laterais de foliculos confluindo posteriormente ao
OCM e posteriormente ao testiculo. Ovos nao observados.

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Brotula clarkae Hubbs, 1944 (Ophidiiformes: Ophidiidae), brotula
barbada do Pacifico.

Sitio de infec¢do: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Material tipo: Holotipo (MUSM-HEL 5134), 12 paratipos (MUSM-HEL 5135a-k), 1
hologeno6foro (MUSM 51351).

Sequéncia de DNA representativa: A sequéncia foi depositada no GenBank sob o
nimero de acesso SUB13983462 para o 28S rRNA com 720 pb.

Etimologia: A espécie foi nomeada em homenagem a Luisa Helena do Amarante Luque,
filha do autor sénior.

Comentarios:
Brotulella luisahelenae pode ser distinguida de Brotulella laurafernandae por seu
OCM, que tem uma base em forma quase de trapezoidal e uma membrana em forma de
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cobertor com expansdo proximal. Além disso, B. luisahelenae ¢ tipificada por ter as
pontas das ancoras ventrais com um sulco na superficie externa.

Relacoes filogenéticas

O alinhamento de todas as espécies analisadas compreendeu 769 caracteres, com 229
sendo constantes e 478 sendo varidveis informativas de parcimdnia. As analises
bayesianas geraram uma média de verossimilhan¢a marginal estimada de -11962.2929,
acompanhada por um valor mediano de -11961.93. O tamanho efetivo da amostra para
todos os parametros excedeu 100, indicando um numero substancial de amostras
efetivamente independentes. Além disso, esse tamanho de amostra foi consideravelmente
maior para a maioria dos parametros, destacando a natureza robusta das amostras. As
analises de ML e BI geraram arvores filogenéticas com topologia geral semelhante, com
pouca variagdo nos valores de suporte de nds (Fig. 9). As sequéncias obtidas das espécies
diferiram em 10 pares de bases. A menor distancia foi encontrada entre as sequéncias de
B. laurafernandae e B. luisahelenae (0,01%). A distancia entre as duas espécies e 0s
géneros irmaos ¢: 0,12% para Platycephalotrema bassense e 0,15% para Haliotrema
johnstoni e P. platycephali. As espécies B. laurafernandae e B. luisahelenae formaram
um clado fortemente suportado com probabilidades posteriores bayesianas (BPP= 0,97)
e valores de ML (aLRT=0,99; ML-BP=1000). Este clado também constituiu um grupo
monofilético moderadamente suportado junto com Platycephalotrema bassense,
Haliotrema johnstoni e P. platycephali (BPP= 0,97; aLRT=0,66; ML-BP=603) (Fig.3).
Essas espécies estdo posicionadas dentro de um clado majoritariamente suportado
conhecido como o grupo ‘Haliotrema’ segundo Kmentova et al. (2022). Este clado
abrange outras espécies como aquelas pertencentes a Bravohollisia Bychowsky &
Nagibina, 1970, Caballeria Bychowsky & Nagibina, 1970, Lethrinitrema Lim & Justine,
2011, Pseudohaliotrema Y amaguti, 1953 e Tetrancistrum Goto & Kikuchi, 1917.
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Figura 8. Brotulella luisahelenae. A. Espécime (vista ventral). B. Ancora ventral. C.
Ancora dorsal. D. Barra ventral. E. Barra dorsal. F. Gancho. G. Orgado copulatorio
masculino.
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4. DISCUSSAO

Brotulella ¢é proposto para acomodar dois dactilogirideos marinhos, B.
laurafernandae e B. luisahelenae, que infestam os filamentos branquiais da Brotula
barbada do Pacifico no Pacifico Sudeste, ao largo do Peru, com base na presenca de uma
combinacdo de caracteristicas morfoldgicas, incluindo ancoras com uma bainha em forma
de meia-calcga associada a extremidade distal das raizes superficiais e profundas, gonadas
in tandem, OCM distalmente torcido com uma peca acessoria articulada ao eixo do OCM,
ovario em forma de U e dois reservatdrios prostaticos com paredes musculares espessas.
Além disso, a posi¢ao filogenética das espécies de Brotulella apoia e justifica a
proposi¢ao do género. Nossas sequéncias parciais de 28S rDNA de ambas espécies de
Brotulella do Oceano Pacifico Sudeste formam um clado fortemente suportado que inclui
Platycephalotrema bassense (Hughes, 1928) Kritsky & Nitta, 2019 da Australia, junto
com Haliotrema johnstoni Bychowsky & Nagibina, 1970, e P. platycephali (Yin &
Sproston, 1948) Kritsky & Nitta, 2019 da China. As espécies de Brotulella e as duas
espécies de Platycephalotrema compartilham algumas caracteristicas morfoldgicas,
como duas vesiculas seminais e gonadas in tandem.

Haliotrema johnstoni, um dactilogirideo que infesta Upeneus luzonius Jordan &
Seale, 1907 (Mullidae), esta inserido dentro de Platycephalotrema. A semelhanga
genética entre H. johnstoni ¢ as duas espécies de Platycephalotrema observadas na
presente analise parece ser consistente com os dados morfologicos, ou seja, uma barra
dorsal com extremidades bifurcadas em H. johnstoni e espécies de Platycephalotrema,
conforme mencionado por Kmentova et al. (2022). Infelizmente, ndo conseguimos
acessar o material tipo de H. johnstoni para corroborar essa hipdtese. Além disso, como
mencionado por Kmentova et al. (2022), a presenca de um OCM com uma pega acessoria
e o fato de que H. johnstoni infecta um repertorio de hospedeiros diferente, evidencia que
arelacdo entre H. johnstoni e as espécies de Platycephalotrema merece uma investigagao
mais aprofundada.

Brotulas, Brotula spp. (Ophidiidae), sdo peixes bentopeldgicos que ocorrem
principalmente nos oceanos Atlantico e Pacifico (Froese & Pauly, 2023). Anteriormente,
apenas uma das seis espécies validas de Brotula (Froese & Pauly, 2023) foi relatada como
hospedeira de monogenéticos (Yamaguti, 1968). Haliotrema brotulae Yamaguti, 1968 e
H. spiculare sdo as Unicas espécies de monogenéticos descritas a partir desses
hospedeiros (Yamaguti, 1968). Ambas as espécies tém algumas semelhancas
morfoldgicas com as espécies descritas aqui, ou seja, um OCM distalmente torcido, uma
vesicula seminal quase sigmodide e dois reservatdrios prostaticos, essas espécies
eventualmente poderiam ser removidas de Haliotrema Johnston & Tiegs, 1922 e
transferidas para Brotulella. No entanto, nosso esfor¢o para acessar o material tipo foi
frustrado por complicagdes relacionadas ao acesso a colecdo, o que impediu uma
investigacao exaustiva. Além disso, nao ha sequéncias disponiveis do gene 28S rRNA de
H. brotulae e H. spiculare para testar sua relacdo filogenética com as espécies de
Brotulella. Portanto, ¢ necessario um estudo minucioso baseado no exame de espécimes
tipo e novos de H. brotulae e H. spiculare, juntamente com dados genéticos, para
confirmar sua classifica¢ao taxonomica.

A taxonomia de monogenéticos tem sido ha muito tempo um tema de interesse
cientifico, e a utilizacdo de ferramentas alternativas para lidar com incertezas
taxondmicas aprimora nossa compreensao da diversidade de monogenéticos (Justine et
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al., 1985; Perkin et al., 2009; Justine & Poddubnaya, 2018). A aplicacdo de ferramentas
moleculares tem se mostrado inestimavel na resolu¢do de ambiguidades taxonomicas
dentro dos monogenéticos (Mollaret et al., 1997; Brabec et al., 2023). Através da analise
de sequéncias de DNA e da construgdo de arvores filogenéticas, os pesquisadores tém
obtido insights sobre a histéria evolutiva e a diversidade genética de espécies de
monogenéticos (Mendoza-Palmero et al., 2017; Francerchini et al., 2020; Mendoza-
Palmero et al., 2022; Ciccheto et al., 2023). Além disso, a gendmica comparativa tem
proporcionado uma compreensdo mais profunda das caracteristicas gendmicas e
adaptacdes evolutivas desses parasitos (Brabec et al., 2023). Além disso, a integracdo de
ferramentas alternativas, como protedmica e transcriptomica, pode oferecer insights
valiosos sobre a gendmica funcional dos monogenéticos (Brabec et al., 2023).

O conhecimento da fauna de parasitos monogenéticos marinhos dos peixes peruanos
aumentou notavelmente nos ultimos anos (Chero et al., 2022; Cruces et al., 2022). A
maioria desses estudos taxonomicos foi baseada exclusivamente em dados morfologicos.
Apenas quatro estudos forneceram dados moleculares sobre monogenéticos das familias
Diclidophoridae (3 espécies), Hexabothriidae (2 espécies) e Monocotylidae (1 espécie)
(Oliva et al., 2014). Assim, o presente estudo fornece a primeira sequéncia da regido do
gene 28S rRNA de dactilogirideos marinhos do Peru.

Dezenove espécies de monogenéticos dactilogirideos marinhos dos géneros
Bicentenariella Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2021 (5 spp.), Haliotrema Johnston &
Tiegs, 1922 (3 spp.), Haliotrematoides Kritsky, Yang & Sun, 2009 (1 espécie),
Euryhaliotrema (4 spp.) Kritsky & Boeger, 2002, Mexicana Caballero & Bravo-Hollis,
1959 (1 espécie), Pronotogrammella Cruces, Chero, Sdez & Luque, 2020 (3 spp.), €
Tylosuricola Unnithan, 1964 (1 espécie) foram descritas ou relatadas como infestando as
branquias de onze espécies de peixes do Peru (Cruces et al., 2022). Dessas, trés espécies
sdo conhecidas por parasitar as branquias de peixes capturados no centro do Peru (Cohen
et al., 2013). As outras dezesseis espécies de dactilogirideos infectam peixes no norte do
Peru. As duas espécies descritas aqui aumentam o nimero de espécies de dactilogirideos
que infectam peixes do Peru para 21.
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Figura 9. Arvore filogenética com base na regido 28S para B. laurafernandae ¢ B. luisahelenae (Dactylogyridae) inferida pelos métodos de
inferéncia bayesiana (BI) e maxima verossimilhanca (ML) (aLRT e réplicas de bootstrap). O suporte nodal € descrito a esquerda por probabilidade
posterior bayesiana, aRLT e réplicas de bootstrap para cada n6 representado. A barra de escala representa o nimero de substitui¢des por sitio. O
simbolo de um asterisco (*) indica baixo suporte nodal.
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CAPITULO 111

Trés espécies de monogenéticos Dactylogyridae parasitando o bagre-marinho
peruano Galeichthys peruvianus (Siluriformes, Ariidae), incluindo dados
moleculares !

!Artigo publicado: Cruces, C.; Chero, J.; Nacari, L.A.; De Celis, V.R.; Simdes, R.; Luque,
J.L. Two new Neotetraonchus species (Dactylogyridea, Dactylogyridae) parasitising the
Peruvian sea catfish Galeichthys peruvianus (Siluriformes, Ariidae), including molecular
data. J Helminthol., 2024, 98: e35. (ANEXO III).
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1. INTRODUCAO

Os Siluriformes constituem um grupo excepcionalmente diverso de peixes e ¢ um dos
mais antigos do mundo (Kappas et al. 2016). Esta ordem abrange a familia Ariidae,
compreendendo 42 géneros e 157 espécies. Os membros desta familia habitam ambientes
marinhos e estuarinos e ocasionalmente dulcicolas em todo o mundo (Eschmeyer, 1983;
Marceniuk et al. 2023).

Até agora, existem 78 espécies conhecidas de Monopisthocotyla que parasitam
Ariidae em todo o mundo (Soares et al. 2023). Dentre essas espécies, 69 pertencem a
Dactylogyridae, incluindo representantes de géneros como Chauhanellus Bychowsky &
Nagibina, 1969, Hamatopeduncularia Yamaguti, 1953, Neotetraonchus Bravo-Hollis,
1968, e Susanlimocotyle Soares, Domingues & Adriano, 2021. Além disso, existem sete
espécies classificadas sob Neocalceostomatidae, abrangendo géneros como
Neocalceostomoides Kritsky, Mizelle & Bilqees, 1978, Fridericianella Brandes, 1894,
Neocalceostoma Tripathi, 1959, Neocalceostomoides Kritsky, Mizelle & Bilgees, 1978,
e Thysanotohaptor Kritsky, Shameem, Kumari, & Krishnaveni, 2012.

O bagre do mar peruano, Galeichthys peruvianus Liitken, 1874 (Siluriformes:
Ariidae), ¢ um peixe demersal endémico do Peru (Kulongowski, 2010; Froese & Pauly,
2023), que habita aguas costeiras (Kailola & Bussing, 1995; Froese & Pauly, 2023). Até
agora, pesquisas sobre monogeneos de G. peruvianus estdo restritas a um registro: o
dactilogirido Hamatopeduncularia sp. (Iannacone & Luque, 1993; Luque et al., 2016).

Durante um estudo sobre ectoparasitos de branquias em peixes marinhos do Peru,
duas espécies de Neotetraonchus Bravo-Hollis, 1968, N. celsomanueli e N. peruvianus, e
uma espécie de Chauhanellus foram encontradas infectando G. peruvianus. Neste
documento, as espécies sao descritas e ilustradas.

2. MATERIAL E METODOS
Coleta de espécimes e analises morfologicas

Os espécimes de bagre-do-mar peruano foram capturados pela pesca artesanal durante
janeiro de 2018 e fevereiro de 2019 na zona costeira de Puerto Pizarro, regido de Tumbes
(3°29'S, 80°24'W) (Fig. 2), norte do Peru. Os peixes foram imediatamente dissecados
apos a captura, e os arco das branquias foram removidos e colocados em frascos contendo
agua do mar aquecida (60°C). Cada frasco passou por agitacdo vigorosa, ap6os o qual foi
adicionada formalina para obter uma solucao de 4%. No laboratério, o contetido de cada
frasco foi examinado sob um microscopio estereoscopico, € monopistocotileos foram
removidos dos filamentos das branquias ou do sedimento usando agulhas pequenas.
Alguns monopistocotileos foram diretamente fixados em etanol 70% e posteriormente
preservados em etanol 90% até processamento posterior. As partes anteriores e
posteriores desses espécimes foram cortadas e usadas para identificacdo morfologica,
enquanto as secoes centrais foram usadas para procedimentos moleculares. Alguns
espécimes foram corados com tricromico de Gomori, diafanizados em eugenol e
montados em balsamo do Canada para observar a anatomia interna. Outros espécimes
foram montados em meio de Hoyer ou Grey e Wees (Humason 1979) para estudar
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estruturas esclerotizadas. Exame e fotografia dos espécimes foram realizados usando um
microscopio com luz de contraste de fase composto NikonTM Eclipse SI, ¢ os desenhos
foram feitos com a ajuda de um tubo de desenho. As medidas sdo apresentadas em
micrometros (um), representando distancias em linha reta entre pontos extremos das
estruturas medidas e sdo expressas como intervalo seguido pela média e nimero (n) de
estruturas medidas entre parénteses. As dimensdes dos escleritos haptoriais e copulatorios
seguem a proposta de Kritsky et al. (2009). O comprimento do corpo representa o
comprimento do corpo propriamente dito com o haptor. A numeracdo dos pares de
ganchos haptoriais seguiu o sistema de Mizelle (1936) e Mizelle & Price (1963). Os
termos anatomicos para Neotetraonchus seguem Kritsky et al. (2009). A dire¢ao (sentido
horario ou anti-horario) do 6rgdo copulatoério masculino (OCM) segue o sugerido por
Kritsky et al. (1985). Os peixes foram identificados de acordo com as chaves de peixes
marinhos peruanos de Chirichigno & Vélez (1998) e Chirichigno & Cornejo (2001). Para
fins de comparagdo, os espécimes-tipo de N. bychowskyi Bravo-Hollis, 1968 (CNHE
193-94, 4552; holétipo e paratipo) depositados na Cole¢ao Nacional de Helmintos do
Instituto de Biologia (CNHE), México, foram estudados. O material-tipo das espécies
estudadas no presente artigo foi depositado na Colecdo Helmintoldgica do Museu de
Historia Natural da Universidade San Marcos (MUSM), Peru.

Caracterizagdo molecular e andlise filogenética

As amostras de DNA foram isoladas de um unico espécime de uma espécie de
monopistocotileo usando o Qiagen QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha),
seguindo o protocolo do fabricante. Este DNA passou por amplificagdo por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) usando primers C1 (5' -ACCCG CTGAA TTTAA GCAT-
3)e D2 (5' -TGGTC CGTGT TTCAA GAC- 3') (Littlewood et al. 2000; Lockyer et al.
2003; Olson et al. 2003) para amplificar e sequenciar o gene 28S rDNA parcial. O perfil
de termociclagem aplicado estava de acordo com Mendoza-Palmero et al. (2015). As
amostras foram sequenciadas utilizando um analisador de DNA ABI 3730 da subunidade
RPTO1A para sequenciamento de DNA, disponivel na Rede de Plataformas Tecnologicas
da Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

As sequéncias foram editadas e os contigs foram montados usando o ProSeq 2.9 beta
(Filatov, 2002). O banco de dados de sequéncias do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (daqui em diante, ‘GenBank’) foi pesquisado em busca de
sequéncias similares usando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et
al. 1990). As sequéncias geradas neste estudo foram alinhadas com sequéncias
selecionadas obtidas do GenBank, usando o software Clustal W (Larkin et al. 2007).
Pseudomurraytrematoides pricei (Caballero, Bravo-Hollis & Grocott, 1955)
(DQ157672), Pseudorhabdosynochus lantauensis (Beverley-Burton & Suriano, 1981)
Kritsky & Beverley-Burton, 1986 (AY553624) e Pseudorhabdosynochus epinepheli
(Yamaguti, 1938) Kritsky & Beverley-Burton, 1986 (AY553622) (Diplectanidae) foram
usados como grupo externo para o 28S rDNA. O conjunto de dados alinhados foi
analisado com o software JModelTest2 (Santorum et al. 2014), que compara diferentes
modelos de substituicio de DNA em um quadro de teste de hipdtese hierarquica para
selecionar um modelo de substitui¢do de bases que melhor se adapte aos dados para cada
gene. O melhor modelo encontrado foi TVM + I + G, selecionado com o Critério de
Informacao Bayesiano (BIC). Os parametros do modelo foram os seguintes: frequéncias
de nucleotideos assumidas A = 0.1967, C = 0.1870, G = 0.2689 ¢ T = 0.3474; matriz de
taxa de substituicdo com substituicao A-C = 1.2088, A-G =5.2010, A-T =2.6301, C-G
= 0.6526, C-T = 5.2010, G-T = 1.000, distribuicdo p-inv e distribui¢do gama com
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parametro de forma 0.1800 e 1.0240, respectivamente. Em seguida, o melhor modelo foi
implementado no MrBayes 3.2.7a (Huelsenbeck e Ronquist, 2001) para analise de
Inferéncia Bayesiana (BI). Na analise de BI, arvores iniciais aleatorias foram usadas no
MCMC acoplado ao Metropolis (Ronquist, et al. 2011). A analise foi realizada por um
total de 5.000.000 geracdes. A inspeg¢do visual das pontuagdes de log-verossimilhanga em
relagdo ao tempo de geragao indicou que os valores de log-verossimilhanga atingiram um
equilibrio estavel antes da 100.000* geragdo. Assim, um burn-in de 1000 amostras foi
conduzido; a cada 100* arvore foi amostrada da analise MCMC, obtendo um total de
100.000 arvores e a topologia da arvore representou as arvores de consenso de 50% das
regras de maioria. O suporte para nos na topologia da arvore de BI foi obtido por
probabilidade posterior. As analises filogenéticas foram conduzidas na plataforma
CIPRES Science Gateway V. 3.3 (http://www.phylo.org/ (acesso em 2023)) (Miller et al.
2011). As arvores filogenéticas foram visualizadas e editadas no Figtree 1.4.4 (Rambaut,
2018). As distancias genéticas par a par entre as sequéncias de 28S rDNA foram
calculadas no MEGA X (Kumar et al. 2016) usando o modelo Kimura 2-Parameter
(Kimura, 1980).
3. RESULTADOS

Ordem Dactylogyridea Bychowsky, 1937
Familia Dactylogyridae Bychowsky, 1933

Chauhanellus sp. nov.
(Figuras 10A-G)

Descri¢cao: Com base em 4 espécimes montados em meio de Hoyer e 4 espécimes corados
com tricromico de Gomori: Corpo alongado, fusiforme, de delgado a robusto, 835-961
(882; n =4) de comprimento; maior largura 86-94 (90; n = 4), normalmente ao nivel da
abertura vaginal. Tegumento fino, superficie lisa. Regido cefalica estreita; lobos laterais
pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de 6rgdos cefalicos conspicuos; par bilateral de
glandulas cefalicas em nivel pos-faringeo. Quatro manchas ocelares, equidistantes,
membros do par anterior menores que os do par posterior; granulos cromaticos ausentes.
Faringe oval, musculo-glandular, 62-72 (67; n = 4) de comprimento; maior largura 33—
45 (37; n = 4) de diametro; esdfago curto; bifurcacdo intestinal pos-faringea; cecos
intestinais nao confluentes posteriormente as gonadas, sem diverticulos. Pedunculo largo,
alongado. Haptor diferenciado do corpo propriamente dito, quase sub-esferico, com
digitos haptoriais, 76—-118 (97; n = 4) de comprimento; 83—105 (97; n = 4) de largura;
glandulas secretérias bem desenvolvidas, situada no pedunculo. Ancoras dissimilares.
Ancora ventral com fino filamento interno conspicuo, 35-38 (37; n =4) de comprimento;
sem raizes bem definidas; eixo ligeiramente reto; ponto duplamente recurvado. Ancora
dorsal 30-32 (31; n = 4) de comprimento, raiz profunda bem expandida, semelhante a
extensao alar; raiz superfial curta; eixo uniformamente curvado e ponta recurvada. Barra
ventral 81-84 (83; n = 4) de comprimento, em forma de V, com projegoes anterolaterais
e projecao posteromedial. Barra dorsal 59-62 (61; n =4) de comprimento, reta, alongada,
com duas projecdes posterolaterais desenvolvidas, extremidades laterais ligeiramente
expandidas. Sete pares de ganchos semelhantes, com haste ndo dilatada, composta por
uma unica subunidade; lago filamentoso do gancho (FH) e aproximadamente ao
comprimento da haste, 12—14 (13; n=4) de comprimento. O 6rgao copulatorio masculino
(OCM) 47-50 (49; n = 8) de comprimento, tubular, com base em forma de anel e eixo
com dobras proximal e distal; extremidade distal como langa; peca acessoria com
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extremidade distal alongada, em forma de anzol. Testiculo oval, intercecal, 114—122
(118; n = 4) de comprimento, 43—45 (44; n = 4) de largura; ducto deferente contornando
o ceco intestinal esquerdo, dilatando-se para formar vesicula seminal em forma de S,
posterior ao OCM; inico reservatorio prostatico bem desenvolvido, oval, dorsal ao OCM.
Ovario 102-119 (111; n=4) de comprimento, 28-31 (29; n =4) de largura; oval. Abertura
vaginal dextrolateral, vestibulo vaginal grande, bem desenvolvido, esclerotizado, tubular,
direcionado anteriormente; ducto vaginal estreito, curto, correndo anteriormente para se
unir ao receptaculo seminal. Oviduto, oo6cito e Utero ndo foram observados. Foliculos
vitelinos densos ao longo do tronco, campos laterais de foliculos confluentes
anteriormente ao OCM e posteriormente ao testiculo. Ovos nao observados.

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Galeichthys peruvianus Liitken, 1874 (Siluriformes, Ariidae), bagre do
mar peruano.

Sitio de infeccio: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.

Comentarios:

Chauhanellus sp. nov. € Unica entre seus congéneres por possuir um OCM com
base em forma de anel e eixo com dobras proximais e distais e a extremidade distal em
forma de langa. Além disso, a nova espécie € caracterizada por possuir uma pega acessoria
com uma extremidade distal alongada, em forma de langa.
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Figura 10. Chauhanellus sp. nov. B. Ancora ventral. C. Ancora dorsal. D. Barra ventral.
E. Barra dorsal. F. Ganchos. G. Orgao copulatorio masculino.
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Neotetraonchus celsomanueli Cruces, Chero, Nacari & Luque, 2024
(Figuras 11A-N)

Descri¢cao: Com base em 5 espécimes montados em meio de Hoyer e 6 espécimes corados
com tricromico de Gomori: Corpo alongado, fusiforme, delgado, 985-1308 (1198; n = 6)
de comprimento; maior largura 112—158 (134; n = 6) geralmente no nivel do reservatorio
prostatico. Tegumento fino, superficie lisa. Regido cefdlica moderadamente ampla;
l6bulos laterais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de drgaos cefalicos conspicuos;
par bilateral de glandulas cefalicas no nivel pds-faringeo. Quatro manchas ocelares
equidistantes, os membros do par anterior menores que os do par posterior; granulos
cromaticos ausentes. Faringe esférica, musculo-glandular, 51-71 (62; n = 6) de diametro;
esofago curto; bifurcagdo intestinal pos-faringea; cecos intestinais nao confluentes
posteriormente as gonadas, sem diverticulos. Pedtnculo largo, alongado. Haptor
diferenciado do corpo propriamente dito, sub-hexagonal, com lobulos bilaterais, 126187
(156; n = 6) de comprimento; 170-219 (192; n = 6) de largura; glandula secretéria bem
desenvolvida no pedunculo, em forma de placa. Onchium ventral no haptor, 77-109 (93;
n = 11) de comprimento, em forma de garfo, com longos bracos bilaterais direcionados
posteriormente. Ancoras dissimilares, sem raizes bem definidas. Ancora ventral com fino
filamento interno conspicuo, 82—88 (85; n = 4) de comprimento; eixo uniformemente
curvado; ponta duplamente recurvada. Ancora dorsal 81-83 (82; n = 4) de comprimento,
com base grande sem raizes; eixo delicado e ponta. Musculo adutor extrinseco ventral
bem desenvolvido, amplamente em forma de U invertido. Barra ventral 154-177 (163; n
=4) de comprimento, em forma de tiara, com proje¢ao anteromedial média, extremidades
laterais bilobadas. Barra dorsal 85-104 (92; n = 4) de comprimento, em forma de barra,
alongada, com duas protuberancias anterolaterais desenvolvidas, extremidades laterais
expandidas. Sete pares de ganchos dissimilares em tamanho e forma; pares de ganchos
1-4 e 67 com hastes compostas de 2 subunidades variavelmente expandidas; par 1 com
subunidade proximal grosseiramente expandida da haste, perto do onchium; subunidade
proximal dos pares 2—4 e 6 variavel em comprimento e forma; par de ganchos 5 com haste
uniforme, composta de uma tnica subunidade, situada ao longo do eixo e ponto da ancora
ventral; laco filamentoso do gancho (FH) se estende além do nivel de juncdo de ambas as
subunidades nos pares 1, 2, 4 e 7, estende-se no nivel de juncao de ambas as subunidades
nos pares 3 e 6, e cerca do comprimento da haste no par 5; par de ganchos 1, 59-63 (61;
n = 4) de comprimento; par de ganchos 2, 32-33 (33; n = 4) de comprimento; par de
ganchos 3, 23-25 (24; n = 4) de comprimento; par de ganchos 4, 22-25 (23; n = 4) de
comprimento; par de ganchos 5, 15-16 (16; n = 4) de comprimento; par de ganchos 6,
26-31 (28; n = 4) de comprimento; par de ganchos 7, 101-109 (103; n = 4) de
comprimento. Orgdo copulatério masculino (OCM) 250-316 (282; n = 11) de
comprimento, tubular, com base em forma de anel e eixo proximalmente expandido; eixo
com ponta em forma de T e anel anti-horario na extremidade distal da expansao proximal;
peca acessoria aderida e expandida proximalmente, com termina¢ao em forma de verme.
Testiculo oval, intercecal, dorsal ao ovario, 90—123 (101; n = 6) de comprimento, 31-40
(36; n = 6) de largura; ducto deferente contornando o ceco intestinal esquerdo, dilatando-
se para formar vesicula seminal sinuosa no lado esquerdo do tronco, anterolateral ao
OCM; tnico reservatorio prostatico oval alongado, dorsal ao OCM. Ovario 90-119 (102;
n=6) de comprimento, 29—48 (40; n = 6) de largura; ovario, sobrepondo a por¢do anterior
do testiculo. Abertura vaginal dextrolateral, proeminente; vestibulo vaginal bem
desenvolvido, esclerotizado e em forma de tigela proximamente; ducto vaginal estreito,
curto, correndo posteriormente para se juntar ou receptaculo seminal subsférico
localizado préximo a linha média do corpo e sobrepondo extremidade anterior do ovario.
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Oviduto, odcito e utero nao foram observados. Foliculos vitelinos densos ao longo do
tronco, campos laterais de foliculos confluentes anteriormente ao OCM, anterior ao
ovario e posteriormente ao testiculo. Ovos nao observados.

Resenha taxondomica

Hospedeiro tipo: Galeichthys peruvianus Liitken, 1874 (Siluriformes, Ariidae), bagre-
do-mar peruano.

Sitio de infec¢do: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Material tipo: Holotipo (MUSM 4715); 18 paratipos (MUSM 4716a-r).

Dados de sequéncia molecular: O 28S rDNA (823 bp) obtido de um espécime foi
depositado no GenBank (nimeros de acesso OR886655).

Etimologia: Esta espécie ¢ nomeada em homenagem a Celso Manuel Cruces Torres, pai
do primeiro autor.

Comentarios:

Neotetraonchus celsomanueli difere de todos os congéneres principalmente por
ter um OCM tubular com uma base em forma de anel e uma extremidade distal em forma
de T, além de ter uma peca acessoria aderida e expandida proximalmente com terminagao
em forma de verme. A espécie se assemelha a N. bychowskyi Bravo-Hollis, 1968 do Golfo
do México na morfologia das ancoras e barras ventrais. No entanto, N. celsomanueli
difere de N. bychowskyi pela morfologia da pega acessoria, que ¢ aderida e anexada a
regido medial do eixo do OCM, ao contrario de uma peca acessoria em forma de haste
nao aderida em N. bychowskyi (ver Fig. 2 de Kritsky et al. 2009). Além disso, ambas as
espécies podem ser diferenciadas pela morfologia do OCM (ponta em forma de T em
Neotetraonchus celsomanueli vs ponta aberta em N. bychowskyi) e pela morfologia do
onchium (placa subtrapezoidal com dois botdes anterolaterais e grande projecdo
anteromedial na espécie vs placa subquadrangular com proje¢do anteromedial curta em
N. bychowskyi). Neotetraonchus celsomanueli também se assemelha a N. bravohollisae
Paperna, 1977 do Atlantico Norte na morfologia do OCM (expandido distalmente). No
entanto, N. celsomanueli difere de N. bravohollisae pela morfologia da peca acessoria do
complexo copulatério do OCM (aderida e expandida proximalmente com terminagdo em
forma de verme em N. celsomanueli vs haste esbelta com terminagdo em forma de foice
em N. bravohollisae), onchium (placa subtrapezoidal em N. celsomanueli vs placa
subquadrangular em N. bravohollisae) e pela morfologia da barra ventral (em forma de
tiara com projecao anteromedial média em N. celsomanueli vs em forma de U invertido
com projecdo anteromedial curta em N. bravohollisae).
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Figura 11. Neotetraonchus celsomanueli. B. Ancora ventral. C. Ancora dorsal. D.
Onchium. E. Barra ventral. F. Barra dorsal. G. Par de ganchos 1. H. Par de ganchos 2. I.
Par de ganchos 3. J. Par de ganchos 4. K. Par de ganchos 5. L. Par de ganchos 6. M. Par
de ganchos 7. N. Orgéo copulatorio masculino.
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Neotetraonchus peruvianus Cruces, Chero, Nacari & Luque, 2024
(Figuras 12A-N)

Descri¢cao: Com base em 4 espécimes montados em meio de Hoyer e 4 espécimes corados
com tricromico de Gomori: Corpo alongado, fusiforme, de delgado a robusto, 847—1094
(976; n = 4) de comprimento; maior largura 137-164 (152; n = 4), normalmente ao nivel
do reservatorio prostatico. Tegumento fino, superficie lisa. Regido cefélica
moderadamente ampla; lobos laterais pouco desenvolvidos; 3 pares bilaterais de 6rgaos
cefalicos conspicuos; par bilateral de glandulas cefalicas em nivel pré e po6s-faringeo.
Quatro manchas ocelares, equidistantes, membros do par anterior menores que os do par
posterior; granulos cromaticos ausentes. Faringe esférica, musculo-glandular, 53—-69 (60;
n=4) de didmetro; es6fago curto; bifurcagao intestinal pos-faringea; cecos intestinais nao
confluentes posteriormente as gonadas, sem diverticulos. Pedinculo largo, alongado.
Haptor diferenciado do tronco, sub-retangular, com lobos bilaterais, 95-124 (109; n = 4)
de comprimento; 136—164 (149; n = 4) de largura; glandula secretéria bem desenvolvida,
situada no pedunculo, alongada. Onchium ventral no haptor, 44-58 (53; n = &) de
comprimento, em forma de agua-viva, com longos bragos bilaterais direcionados
posteriormente. Ancoras dissimilares, sem raizes bem definidas. Ancora ventral com fino
filamento interno conspicuo, 49-55 (52; n = 4) de comprimento; eixo uniformemente
curvado; ponto duplamente recurvado. Ancora dorsal 46-51 (49; n =4) de comprimento,
com base grande sem raizes; eixo ¢ ponto delicados. Musculo adutor extrinseco ventral
bem desenvolvido, em forma de U invertido. Barra ventral 106—-113 (111; n = 4) de
comprimento, em forma de V invertido, com projecdo anteromedial, extremidades
laterais bilobadas. Barra dorsal 73—76 (74; n = 4) de comprimento, em forma de faixa,
alongada, com duas proje¢des anterolaterais desenvolvidas, extremidades laterais
expandidas. Sete pares de ganchos dissimilares; pares de ganchos 1-4 e 6—7 com hastes
compostas por 2 subunidades variavelmente expandidas; par 1 com subunidade proximal
grosseiramente expandida da haste, perto do onchium; subunidade proximal dos pares 2—
4 e 6 variavel em comprimento e forma; par de ganchos 5 com haste ndo dilatada,
composta por uma unica subunidade, situada ao longo do eixo e ponto da ancora ventral;
laco filamentoso do gancho (FH) se estende além do nivel de jungdo de ambas as
subunidades nos pares 1, 2, 4 e 7, estende-se no nivel de juncao de ambas as subunidades
nos pares 3 e 6, e aproximadamente ao comprimento da haste no par 5; par de ganchos 1,
4045 (42; n = 4) de comprimento; par de ganchos 2, 26-31 (29; n = 4) de comprimento;
par de ganchos 3, 23-26 (25; n = 4) de comprimento; par de ganchos 4, 23-27 (25; n =
4) de comprimento; par de ganchos 5, 16—17 (16; n = 3) de comprimento; par de ganchos
6, 31-36 (33; n = 4) de comprimento; par de ganchos 7, 62—66 (65; n = 4) de
comprimento. O 06rgdo copulatéorio masculino (OCM) 172-226 (194; n = 8) de
comprimento, tubular, com base em forma de anel e eixo proximalmente expandido; eixo
com extremidade distal em forma de marreta, com anel em sentido anti-horario na
extremidade distal da expansdo proximal; peca acessOria aderida e expandida
proximalmente, com extremidade distal em forma de garra. Testiculo ovado, intercecal,
dorsal ao ovario, 57-79 (70; n = 4) de comprimento, 38-53 (46; n = 4) de largura; ducto
deferente contornando o ceco intestinal esquerdo, dilatando-se para formar vesicula
seminal sinuosa no lado esquerdo do tronco, anterolateral ao OCM; Gnico reservatdrio
prostatico bem desenvolvido, oval, dorsal ao OCM. Ovario 72-86 (79; n = 4) de
comprimento, 41-48 (45; n = 4) de largura; oval, sobrepondo a por¢do anterior do
testiculo. Abertura vaginal dextrolateral, proeminente; vestibulo vaginal bem
desenvolvido, esclerotizado e em forma de funil proximamente; ducto vaginal estreito,
curto, correndo posteriormente para se unir ao grande receptaculo seminal subsférico,
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localizado préoximo a linha média do corpo e sobrepondo a extremidade anterior do
ovario. Oviduto, o6cito e utero ndo foram observados. Foliculos vitelinos densos ao longo
do tronco, campos laterais de foliculos confluentes anteriormente ao OCM e
posteriormente ao testiculo. Ovos nao observados.

Resenha taxonomica

Hospedeiro tipo: Galeichthys peruvianus Liitken, 1874 (Siluriformes, Ariidae), bagre-
do-mar peruano.

Sitio de infecciao: Branquias.

Localidade tipo: Puerto Pizarro (3°29'S, 80°24'W), Tumbes, Peru, América do Sul.
Material tipo: Hol6tipo (MUSM 4715); 18 paratipos (MUSM 4716a-r).

Dados de sequéncia molecular: Nao foi possivel obter as sequéncias moleculares desta
espécie.

Etimologia: O epiteto especifico da espécie se refere ao pais onde ela foi descoberta.

Comentarios:

Neotetraonchus peruvianus € Unica entre seus congéneres a possuir um OCM com
extremidade distal em forma de marreta e uma pega acessoria com extremidade distal em
forma de garra. Além disso, N. peruvianus € caracterizada por ter um onchium em forma
de dgua-viva.
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Figura 12. Neotetraonchus peruvianus. A. Espécime (vista ventral). B. Ancora ventral.
C. Ancora dorsal. D. Onchium. E. Barra ventral. F. Barra dorsal. G. Par de ganchos 1. H.
Par de ganchos 2. I. Par de ganchos 3. J. Par de ganchos 4. K. Par de ganchos 5. L. Par
de ganchos 6. M. Par de ganchos 7. N. Orgdo copulatorio masculino.
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Figura 13. Arvore filogenética com base na regido 28S para Neotetraonchus
celsomanueli (Dactylogyridae) inferida por inferéncia bayesiana (BI) para mostrar suas
relacdes com outras espécies de Dactylogyridae que infectam hospedeiros ariideos.
Numeros ao longo dos ramos indicam o bootstrap.
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Relacdes filogenéticas

Neste estudo, uma sequéncia parcial de 28S rDNA de 823 pares de bases (bp) foi
obtida de Neotetraonchus celsomanueli (OR886655). As analises de alinhamento nao
revelaram correspondéncias significativas com outras sequéncias disponiveis de
Monopisthocotylea no GenBank. As semelhangas mais proximas foram observadas com
Hamatopeduncularia thalassini (KF676631), Thysanotohaptor rex (KF676634) e
Chauhanellus auriculatum (MN108169) de bagres ariideos, mostrando uma faixa de
similaridade entre 82,61% e 83,11%. As divergéncias genéticas entre Neotetraonchus
celsomanueli e Thysanotohaptor rex, bem como Neocalceostomoides spinivaginalis,
variaram de 16% (84 bp). Entre Hamatopeduncularia spp. € Chauhanellus spp., a
divergéncia variou de 17% a 23% (83112 bp).

A andlise filogenética foi realizada com base no gene parcial 28S rDNA de
espécies de Dactylogyridae exclusivamente de Siluriformes, incluindo a nossa espécie
recém-identificada. As analises revelaram dois clados distintos com suporte robusto em
analises de Inferéncia Bayesiana (BI) (Fig. 13). O clado A exibiu forte suporte e foi
subdividido em dois clados bem apoiados: clado A1, que foi subdividido em Al'e A1".
O clado Al' compreende parasitos monopistocotileos de bagres diadromos e marinhos
(Ariidae) como Hamatopeduncularia spp., Chauhanellus spp., Thysanotohaptor rex,
Neocalceostomoides spinivaginalis e Neotetraonchus celsomanueli. O clado A1" inclui
Schilbetrema sp. de bagres de 4dgua doce (Schilbeidae), intimamente relacionado as
espécies dactilogiridas de bagres ariideos. O clado A2 abrange espécies que parasitam
bagres de 4gua doce (Pimelodidae, Doradidae, Loricariidae e Heptapteridae) (Fig. 13).

O clado B também mostrou forte suporte e foi dividido em duas subclados (B1 e B2),
incluindo espécies que parasitam bagres de agua doce. O clado B1 compreendeu espécies
de Dactylogyridae que parasitam exclusivamente loricarideos, como Heteropriapulus
spp., Trinigyrus spp. e Unilatus unilatus. O clado B2 abrange espécies como
Ameloblastella spp. de Pimelodidae e Heptapteridae, Vancleaveus janauacaensis de
Doradidae e Unibarra paranoplatensis de Pimelodidae (Fig. 13).

A reconstrucdo filogenética baseada na sequéncia parcial do gene 28S rDNA do nosso
1solado de Chauhanellus sp. nov. de G. peruvianus mostra que nossa sequéncia consenso
esta agrupada com Chauhanellus boegeri (KP056241) e Chauhanellus sp. (KP056242),
de Genidens spp., formando um clado bem suportado de espécies sul-americanas que
infectam bagres marinhos (Fig. 14). Este clado ¢ o grupo irmdo de um clado maior
contendo espécies de Haematopeduncularia e Chauhanellus que infetam peixes bagre
diadromos. Apenas uma espécie deste clado, Haematopeduncularia bagre (KF676637),
foi reportada infectando um bagre exclusivamente marinho. Este clado maior contém dois
subclados (Al e A2). O clado Al agrupa sete espécies de Haematopeduncularia, com
Haematopeduncularia arii (KF676629) como a espécie mais basal. O clado A2 contém
sete espécies de Chauhanellus, com Chauhanellus auriculatum (MN108169),
Chauhanellus caelatus (MN108168) e Chauhanellus chauhani (KF676632) formando
um clado basal. A espécie Haematopeduncularia thalassini (KF676631) apresenta uma
incerteza em sua posicdo filogenética; apesar de pertencer ao género
Haematopeduncularia, ndo se agrupa no clado de espécies de Haematopeduncularia,
aparecendo como grupo basal do clado maior. Em nossa andlise, os géneros

Haematopeduncularia e Chauhanellus aparecem como grupos ndo monofiléticos.
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4. DISCUSSAO

O estudo atual revelou a presenca de duas espécies de Neotetraonchus, N.
celsomanueli e N. peruvianus, e uma de Chauhanellus encontradas em bagres marinhos
Galeichthys peruvianus, um peixe comumente encontrado em mercados locais do centro
e norte do Peru, mas pouco estudado em relacao a seus parasitos helmintos.

Neotetraonchus foi proposto e incluido na familia Neotetraonchidae por Bravo-Hollis
(1968) devido a caracteristicas especificas, como possuir 16 ganchos larvais (oito pares),
um intestino sacciforme (ndo bifurcado) e um complexo copulatério tubular
esclerotizado. No entanto, uma revisdo posterior por Kritsky et al. (2009) reavaliou o
género, sugerindo que as espécies de Neotetraonchus possuem na verdade 14 ganchos
(sete pares) e um intestino composto por dois cecos, alinhando-se mais com as
caracteristicas tipicas da Dactylogyridae. Até hoje, quatro espécies validas de
Neotetraonchus foram relatadas infestando bagres marinhos ariideos (Kritsky et al. 2009,
Soares et al. 2023).

A andlise filogenética de BI (Fig. 13), empregando sequéncias parciais de 28S rDNA,
mostra a posi¢ao filogenética do género Neotetraonchus dentro do clado A1'. Agrupando-
se com membros da Neocalceostomidae (Thysanotohaptor e Neocalceostomoides) e
Dactylogyridae (Chauhanellus ¢ Hamatopeduncularia). No entanto, isso sugere uma
possivel confusdao na posi¢do taxondmica dos neocalceostomideos, que ¢ provavel que
esteja intimamente relacionada a Dactylogyridae. Neocalceostomatidae ndo foi
estabelecida de forma definitiva ou universalmente aceita, mas a familia é reconhecida
tentativamente para incluir espécies com um haptor em forma de disco armado com um
par de ancoras ventrais € 14 pares de ganchos (10 marginais e 4 ventrais) (Boeger e
Kritsky, 2001, Kritsky et al. 2012).

Tradicionalmente, Dactylogyridae compreendia as subfamilias Ancylodiscoidinae
Gusev, 1961 e Ancyrocephalinae Bychowsky, 1937 (Boeger e Kritsky, 1993). A anélise
filogenética de BI apoia a possibilidade de que as familias Neotetraonchidae Bravo-
Hollis, 1968 (agora Dactylogyridae) e Neocalceostomatidae Lim, 1995 possam ser
potencialmente reclassificadas como subfamilias dentro de Dactylogyridae, como
Neotetraonchinae e Neocalceostominae, respectivamente. No entanto, determinar a
subfamilia exata dentro de Dactylogyridae, de uma perspectiva molecular, requer mais
dados de sequéncia de taxons intimamente relacionados.

Neotetraonchus celsomanueli, N. peruvianus, € Chauhanellus sp. nov. sdo as
primeiras espécies do género encontradas infestando uma espécie de Galeichthys que
habita aguas peruanas. Com base neste estudo e em relatos recentes sobre
monopisthocotileos que infectam peixes do norte do Peru, presumimos que a diversidade
real de monopisthocotileos no Peru e no Pacifico Sudeste ainda ¢ pouco conhecida. A
descri¢do de muitos novos tdxons, especialmente em hospedeiros pouco estudados, ¢é
esperada.
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Figura 14. Arvore filogenética com base na regidio 28S para Chauhanellus n. sp. (Dactylogyridae) inferida por inferéncia bayesiana (BI) e
maxima verossimilhanga (ML) para mostrar suas relagcdes com outras espécies de Chauhanellus e Haematopeduncularia que infectam
hospedeiros ariideos. Numeros ao longo dos ramos indicam o bootstrap.
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CONCLUSOES GERAIS

Oito espécies de Dactylogyridae foram descritas, ¢ dois gé€neros foram
propostos.

As espécies P. peruensis ¢ P. signiferi foram transferidos para o género
Bicentenariella, como B. peruensis ¢ B. signiferi, respectivamente.

O presente trabalho constitui os primeiros dados moleculares de
Dactylogyridae em ambientes marinhos no Peru.

O presente trabalho representa o primeiro registro de Dactylogyridae dos
géneros Neotetraonchus e Chauhanellus no Peru.
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