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RESUMO

TABORDA, NARAIANA LOPES. Diagnéstico de parasitos de peixes Perciformes: Uma
espécie de Ergasilus (Copepoda: Ergasilidae) e duas espécies de Encotyllabe (Monogenea:
Capsalidae). 2015. 48p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2015.

O presente trabalho teve como objetivo ampliar os conhecimentos sobre a biodiversidade de
parasitos de peixes, visto 0 escasso conhecimento para alguns grupos. No capitulo 1
objetivamos a descricdo de uma nova espécie do copépode parasito Ergasilus von Nordmann,
1832, encontrado parasitando as branquias de duas espécies de ciclideos, Geophagus
argyrostictus Kullander, 1991 (espécie tipo) e G. altifrons Heckel, 1840, capturados no Rio
Xingu em torno de Altamira, Estado do Pard, Brasil. A nova espécie € o primeiro registro do
género Ergasilus encontrado em peixes G. argyrostictus e G. altifrons. No capitulo 2, espécies
de Encotyllabe encontradas em hospedeiros Perciformes foram analisadas através do estudo
molecular, com analise do gene citocromo ¢ oxidase | (COI) e morfoldgico. Estes dados
identificam duas espécies novas, uma parasita de Pagrus pagrus (Sparidae) e outra de
Orthopristis ruber (Haemulidae) e a adicdo da sequéncia de DNA mitocondrial para E.
souzalimae Carvalho e Luque, 2012.

Palavras-chave: Biodiversidade, Ergasilus, Encotyllabe.



ABSTRACT

TABORDA, NARAIANA LOPES. Parasites diagnostic fish Perciformes: one species of
Ergasilus (Copepoda: Ergasilidae) and two species of Encotyllabe (Monogenea:
Capsalidae). 2015. 48p. Dissertation (Master of Science in Veterinary Sciense). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2015.

The current work aimed to increase the knowledge of biodiversity of parasite of fishes,
unknown to some groups. In Chapter 1 the aim was described the new species ergasilid copepod
Ergasilus von Nordmann, 1832, found on the gills of two cichlid fishes, Geophagus
argyrostictus Kullander, 1991 (type host) and G. altifrons Heckel, 1840, caught in the Xingu
River around Altamira, State of Para, Brazil. The new species is the first record of genus
Ergasilus found on fishes G. argyrostictus e G. altifrons. In Chapter 2, species of Encotyllabe
Perciformes host were analyzed by molecular study, with analysis of cytochrome c¢ oxidase |
gene (COI) and morphological study. These data identify two new species, a parasite of Pagrus
pagrus (Sparidae) and other of Orthopristis ruber (Haemulidae), and addition of the sequence
mitochondrial DNA to E. souzalimae Carvalho e Luque, 2012.

Key words: Biodiversity, Ergasilus, Encotyllabe.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os parasitos sdo altamente diversos e numerosos quantitativamente, apresentam
variadas adaptacbes morfologicas (POULIN, MOURAND 2000; POULIN 2014), porém
guando se trata de biodiversidade deve-se compreender toda a variabilidade de vida, incluindo
a variabilidade genética intraespécies, sendo considerada a expressao gerada pela interacéo
entre a informacédo genética e a biosfera (POULIN, MOURAND 2000; NADLER, DE LEON,
2011).

A diversidade de espécies de parasitos tem sido estimada por diversos autores, porém
segundo Poulin, Morand (2000) é impossivel se ter uma previsao de quantas espécies existem
visto que nem mesmos 0s hospedeiros vertebrados sdo conhecidos por completo, além de haver
uma variacao na distribuicao dos parasitos (POULIN 2014). Outro fator que pode subestimar o
nimero de espécies é a variabilidade fenotipica, segundo Poulin, Morand (2000) em geral esses
individuos podem apresentar pequenas variacdes morfologicas ao parasitar diferentes
hospedeiros, sendo esta variabilidade induzida pelo hospedeiro, além das espécies cripticas, nas
quais sdo semelhantes morfologicamente e diferentes geneticamente. Este fator é considerado
a hipétese do segundo capitulo do presente trabalho, ou seja, espécies do género Encotyllabe
identificado em diversos hospedeiros podem ser 0 mesmo, porém apresentando variabilidade.

Com alta diversidade de hospedeiros, 0s peixes sdo 0s vertebrados com maiores indices
de infeccdo de parasitos, de acordo com Almeida, Cohen (2011), devido ao ambiente que
facilita a penetracdo do parasito, possuindo uma vasta e Unica fauna parasitaria. Dentre esta
fauna, monogenea e copépodes sdo os dois principais grupos em que afetam a piscicultura com
perdas econdmicas. Estudos taxondmico e da biologia contribuem para adequadas medidas de
gestéo e protecdo de populagOes naturais Eiras et al. (2010). No presente trabalho estudamos
espécies pertencente a esses dois distintos grupos, porém ambos fazem parte de uma parcela de
parasitos de grande importancia ndo somente econdémica, como de conhecimento taxonémico.

Segundo Bush et al. (2007) 50000 espécies de crustaceos sdo conhecidas, sendo 3000
considerados parasitas encontrados em uma gama de hospedeiros desde cnidarios, anelidas,
equinodermos a vertebrados. Dentro desse grupo estdo os copépodes, microcrustaceos com
grande diversidade e diferentes estilos de vida seja livre compondo importante parte do
zooplancton ao parasitismo. Encontrados em diversos ambientes, abundantes em agua doce,
porém com maior diversidade em ambiente marinho. Copépodes de dgua doce sdo em sua
maioria de vida livre, sendo aproximadamente 2814 de agua doce, porém apenas 330 espécies
sdo parasitos (BOXSHALL, DEFAYE 2008). Copépodes parasitos sdo 0s crustaceos mais
diversos morfologicamente apresentado dimorfismo sexual e maiores variagfes nas estruturas
de fixacgdo, ausentes em outros crustaceos, esta variacdo pode aumentar a patogenicidade. Entre
0s copépodes parasitas de peixe a familia Ergasilidae esta entre as mais comuns e mais
conhecidas, € a que possui maior riqueza entre os copépodes, encontrados em todo regime de
salinidade, de &gua doce (maioria descrita), estuario a marinhos (exceto na Antartica)
(BOXSHALL, 2008; THATCHER 1998). Ergasilideos possuem um ciclo de vida complexo e
Unico entre os copépodes que inclui estagios de nauplios de vida livre, copepoditos e fémeas
adultas fertilizadas parasita (ABDELHALIM, LEWIS, BOXSHALL 1991; BOXSHALL,
DEFAYE 2008; BUSH et al. 2007). Ergasilus é o género conhecido como peste para
piscicultura, abundantes sdo encontrados em sua maioria em peixes de &gua doce, em maior
frequéncia na bacia Amazénica (THATCHER, BRASIL-SATO 2008; TAVARES-DIAS et al.
2015). Atualmente sdo conhecidas 33 espécies no Brasil e 186 espécies em todo o mundo
(WALTER, BOXSHALL 2015). No presente trabalho propomos uma nova espécie para o0



género, identificada ao parasitar ciclideos Geophagus argyrostictus Kullander, 1991
(hospedeiro tipo) e G. altifrons Heckel, 1840, coletados no Rio Xingu, Para.

Outro grupo parasita muito comum em peixes € monogenea, assim como copépodes
possuem uma fauna altamente diversa, porém esta longe de ser bem conhecida (MENDOZA-
PALMERO et al. 2015). Grupo predominantemente ectoparasito, monoxenos de ciclo de vida
simples, na qual as branquias, as narinas, os olhos e a superficie corporal sdo os principais locais
de infeccdo, aproximadamente 95% segundo Euzet e Combes (1998). Euzet e Combes (1998)
ainda afirmam que em algumas circunstancias a condicdo de endoparasito ou mesoparasito é
mais atraente, tendendo 0 mesmo a se estabelecer em locais como bexiga urinaria, cloaca, colén,
estdbmago, cavidade visceral e até mesmo no coragao.

Os monogenéticos sdo altamente especificos, Santos, et al. (2001) afirmam que dentre os
parasitas este geralmente é o mais especifico, uma vez que sdo capazes de selecionar 0
macroambiente, o hospedeiro, e neste seleciona o local ao qual se fixara. Porém tém-se relatos
destes parasitos de uma mesma espécie adaptados a condigdes diversas, o esclarecimento sobre
a especificidade, diversidade entre outras caracteristicas estdo sendo esclarecidas com a
introducdo da biologia molecular. Devido a esta ferramenta de estudo alteracbes de
classificacdo ja podem ser reconhecidas, desta forma algumas espécies tiveram sua posi¢do
taxondmica alterada e outras tiveram de ser criadas uma vez que ha reavaliagdo das
classificagGes taxondmicas (SHARMA, et al. 2011), hd uma perspectiva de clareza na
identificacdo devido a juncdo de ambas as técnicas, molecular e morfoldgica.

Objetivamos no presente trabalho diagnosticar uma espécie de Ergasilus no primeiro
capitulo e no segundo trés de Encotyllabe de diferentes hospedeiros para melhor conhecimento
destes grupos, adentrando na problematica estabelecida para identificacdo do género
Encotyllabe com o auxilio de métodos moleculares e morfologicos.



CAPITULO |

NOVA ESPECIE DE Ergasilus VON NORDMANN, 1832 (COPEPODA:
ERGASILIDAE) DE Geophagus altifrons HECKEL E G. argyrostictus KULLANDER
(PERCIFORMES: CICHLIDAE) NA AMAZONIA BRASILEIRA.



RESUMO

O copépode ergasilideo, Ergasilus sp. nov., é descrito a partir de fémeas encontradas
parasitando as branquias de dois ciclideos, Geophagus argyrostictus Kullander, 1991
(hospedeiro tipo) e G. altifrons Heckel, 1840, da Amazonia Brasileira. A nova espécie pode ser
distinguida dos congéneres pela combinagdo Unica das seguintes caracteristicas: cefalotdrax
ndo inflado e ligeiramente constrito, primeiro segmento da anténula com trés setas e maxilula
ornamentada com trés setas desiguais externas, a maxila contém uma grande sincoxa com uma
seta préximo a base, primeira e quarta patas com endopode 3-segmentado e base do exdpode
da pata 2 contendo uma conspicua projecéo abrupta. A presente espécie é a primeira do género
Ergasilus von Nordmann, 1832 encontrada em ciclideos do género Geophagus Heckel.



ABSTRACT

The ergasilid copepod, Ergasilus sp. nov., is described from females found on the gills of two
cichlid fishes, Geophagus argyrostictus Kullander, 1991 (type host) and G. altifrons Heckel,
1840, from the Brazilian Amazon. The new species can be distinguished from congeners by the
unique combination of the following characteristics: the cephalothorax is not inflated and is
slightly constricted, the first antennulary segment bears three setae and the maxillule three
unequal outer setae, the maxilla contains a large syncoxa with one seta near its basis, first and
fourth legs are with a 3-segmented endopod, and the base of the exopod in Leg 2 contains a
conspicuous, bluntly-pointed projection. The present species is the first of genus Ergasilus von
Nordmann, 1832 found on cichlids of the genus Geophagus (Heckel).



2.3. INTRODUCAO

Ergasilidae von Nordmann, 1832 é a maior familia da ordem Cyclopoida Burmeister,
1835, com a maioria das espécies encontradas em peixes de agua doce. Somente fémeas adultas
de ergasilideos sdo parasitos de branquias, nadadeiras, fossas nasais, embebido no tecido do
hospedeiro ou na bexiga urinaria de peixes actinopterigeos, e raramente nas branquias de
elasmobrénquios e moluscos bivalves (KABATA, 1979; BOXSHALL e HALSEY, 2004;
ROSIM, et al. 2013).

Ergasilideos compreendem cerca de 270 espécies descritas distribuidos em 27 géneros
em todo mundo, com Ergasilus sendo o género mais rico em espécies contendo
aproximadamente dois tercos das espécies descritas para a familia (BOXSHALL e MONTU,
1997; EL-RASHIDY e BOXSHALL, 2002; ROSIM et al. 2013). De acordo com Boxshall e
Defaye (2008), a regido Neotropical tem a segunda maior riqueza de copépodes global, com
ergasilideos representando cerca de 11 % da riqueza total (16 géneros) nesta regido. Entretando,
alguns autores assumem que somente uma pequena proporcdo de ergasilideos existentes é
atualmente conhecida (MONTU e BOXSHALL, 2002; ROSIM, et al. 2013; MARQUES, et al.
2015).

Vinte e duas espécies de agua doce de Ergasilus sdo conhecidas das branquias de
teledsteo e uma espécies de arraia. Duas espécies de Ergasilus foram reportados de ciclideos
na regido Neotropical, nomeada E. coatiarus Aradjo e Varella, 1998 de Cichla monoculus
(Bloch e Schneider, 1801), C. orinocensis (Humboldt, 1833) e C. temensis (Humboldt, 1821)
na bacia amazoénica, e E. pitalicus Thatcher, 1984 de Cichlasoma sp. no Rio Pital, Colédmbia.
Em adicéo, Ergasilus sp. tem sido reportado de Cichlasoma trimaculatum (Gunther 1867) na
Lagoa Tres Palos, Guerrero, México (THATCHER, 1984a; VIOLANTE-GONZALEZ, et al.
2008; MORALES-SERNA, et al. 2012; LUQUE, et al. 2013).

Durante a pesquisa parasitologica de metazoario parasitas de peixes de adgua doce na
Amazonia brasileira, copépodes ectoparasitos do género Ergasilus foram encontradas em duas
espécies de Geophagus, nomeadas G. argyrostictus Kullander, 1991 e G. altifrons Heckel, 1840
(Perciformes: Cichlidae). O estudo morfoldgico desses espécimes tem revelado que eles
representam uma espécie ainda desconhecida de Ergasilus, na qual é descrita no presente
estudo.



2.4. MATERIAL E METODOS

Copépodes foram coletados de brénquias de G. argyrostictus e Geophagus altifrons
capturados no Rio Xingu em torno de Altamira, Estado do Pard, Brasil (3°12’S, 52°12°W). As
branquias foram colocadas em placas de Petri com agua de torneira e examinados para analise
de copépodes usando microscopio estereoscopico. Os copépodes encontrados foram fixados e
preservados em alcool 70%. Desenhos foram feitos com auxilio de microscopio Olympus BX53
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) equipado com tubo de desenho. As medidas sédo dadas
em micrometro (um), salvo indicagdo contraria ¢ sdo apresentados intervalo de valores de
espécimes do hospedeiro tipo, com dados de espécimes de G. altifrons em parénteses. A
terminologia segue Boxshall e Halsey (2004). Os nomes cientificos dos hospedeiros seguem
Froese e Pauly (2015). Os espécimes-tipo serdo depositados no Museu Nacional do Rio de
Janeiro (UFRJ).



2.5. RESULTADOS

Ordem Cyclopoida Burmeister, 1835

Familia Ergasilidae von Nordmann, 1832

Ergasilus sp. nov. (Figs. 1-3)

Fémea adulta (baseado em 6 espécimes de G. argyrostictus e 2 espécimes de G. altifrons).
Comprimento do corpo, da margem anterior do prossomo até a posterior do ramo caudal 797-
834 (786-939). Corpo compreendendo prossomo e urossomo (Figura 1A); prossomo
consistindo de cefalossomo com anténula e antena em vista dorsal e 4 pedigero somito.
Cefalossomo e primeiro pedigero somito fundido. Cefalotdrax mais longo que largo, 350-370
(350-379) de comprimento, 314-440 (317-327) de largura, ndo inflado e levemente constrito,
com mais que a metade do comprimento do corpo. Urossomo consistindo de cinco pedigero
somito, somito genital duplo, e 3 somitos abdominais livres; terceiro abdominal somito
bipartido. Somito genital duplo (Figura 2A) mais largo que longo, 65-71 (73-82) de
comprimento, 91-97 (77-95) de largura, com a superficie ventral ornamentada com 2 fileiras
de agudos espinhos ao longo da margem posterior. Somitos abdominais livres decrescendo
quanto a largura posteriormente; primeiro e segundo com comprimentos similares; somito anal
bipartido, menor que os dois prévios. Margem posterior ventral dos somitos abdominais
ornamentados com 2 fileiras de espinhos (primeiro e segundo somitos) ou uma fileira (somito
anal).

Ramo caudal com comprimento similar ao somito anal; duas fileiras curvas de espinhos
conicos na superficie ventral estendendo-se proximo a margem posterior e medial; cada ramo
armado com uma longa seta medial, 2 setas ventralmente e uma seta na parte externa. Dois
sacos de ovos (Figura 2B), mais longos que largos, cada um composto por 2—4 fileiras de ovos.

Anténula 6-segmenta (Figura 1D), afilando distalmente, aestets presentes no terceiro,
quinto e sexto segmento; formula setal: 3: 11: 5 + ae: 4: 2 + ae: 5 + ae; todas setas nuas. Antena
compreendendo coxobase, endopode 3-segmentado com uma garra terminal curvada (Figura
1B). Coxobase pequena, mais larga proximalmente; membrana entre coxobase e primeiro
segmento endopodal ndo inflado. Primeiro segmento endopodal 3x mais longo que a coxobase;
armado com seta na margem interna. Segundo segmento endopodal levemente curvado 2x mais
longo que a coxobase, armado com um espinho proximalmente e um distalmente na margem
interna. Terceiro segmento endopodal pequeno, composto de uma garra tdo longa quanto o
segundo segmento endopodal.

Partes da boca compreendendo mandibula, maxilula e maxila; maxilipede ausente (Figura
1C). Mandibula ndo segmentado, compreendendo anterior, media e posterior lamina; anterior
pequena, com dentes ao longo da margem anterior; lamina mediana e posterior com destes ao
longo da posterior margem. Maxilula pequena, compreendendo trés setas de diferentes
tamanhos na margem exterior. Maxila compreendendo segmento basal (sincoxa) com uma seta
préximo a base; segundo segmento (base) compreendendo longos dentes anteriormente e uma
seta espinulada localizado no meio da base.

Patas birremes 1-4 (Figura 3A-D) cada uma com 2-segmentos protopodes
compreendendo coxa e base; placas interpodais (Figura 2D) com uma fileira de espinhos (patas
1 e 2) ou faltando espinhos (patas 3 e 4). Coxa de todas as patas com margens faltando espinhos.
Base com seta presente na margem externa, posterior superficie de todas as patas, na margem
interna com uma fileira de espinhos (patas 1 e 4) ou 2 fileiras (patas 2 e 3). Base da pata 2 com
uma projecao com ponta abruptamente na base do exdpode. Todas patas 3-segmentada, exceto
2-segmentada exdpode da quarta pata. Margem externa de ambos ramos parcialmente ou



completamente coberta com fileira de espinhos. Endopode da pata 4 com uma fileira de
espinhos na superficie posterior ventral de cada segmento. Margem interna do primeiro
segmento exopodal das patas 2, 3 e 4 setulada.

Armadura das patas (espinhos, numeral romano; seta, numeral arabico):

Coxa Base Exopode Endopode
Patal 0-0 1-0 1-0; 1-1; I-5 0-1;0-1; 1I-4
Pata2 0-0 1-0 I-0; 0-1; 0-6 0-1;0-2; 1-4
Pata3 0-0 1-0 I-0; 0-1; 0-6 0-1;0-2; 1-4
Pata4 0-0 1-0 1-0; 0-5 0-1; 0-2; 1-3

Quinta pata (Figura 2C) curta, com uma seta na base do segmento livre, 2 setas
localizadas distalmente (sub-apical levemente mais longa que a apical) e uma seta pequena
lateralmente no segmento livre.

Macho: Desconhecido
Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Geophagus argyrostictus Kullander, 1991.

Outro hospedeiro: Geophagus altifrons Heckel, 1840.

Sitio de infe¢do: Filamentos branquiais.

Localidade tipo: Rio Xingu, Altamira (3°12'S, 52°12'W), Estado do Para, Brasil.

Data da coleta: 25 Abril 2013.

Prevaléncia: 18% em Geophagus argyrostictus (n = 11) e 6% em Geophagus altifrons (n = 16).
Intensidade média de infeccdo: 1,5 em Geophagus argyrostictus de 11,0 em Geophagus
altifrons.

Comentarios

Espécimes encontradas em duas espécies de Geophagus pertencentes ao género Ergasilus
possuem: 1) Pata 4 birreme com exdpode 2-segmentado e enddpode 3-segmentado, (2) anténula
6-segmentado, (3) antena com uma Unica garra, (4) maxilula reduzida e (5) maxilipedes
ausentes nas fémeas (BOXSHALL e HALSEY, 2004; SUAREZ-MORALES e SANTANA-
PINEROS, 2008). A nova espécie, é caracterizada principalmente pela presenca da primeira e
quarta pata com enddpode 3-segmentado e primeiro segmento da anténula com 3 setas. Das 22
espécies de Ergasilus parasitando peixes de agua doce na regido Neotropical, somente E.
colomesus Thatcher e Boeger, 1983; E. pitalicus Thatcher, 1984; E. trygonophilus Domingues
e Marques, 2010 e E. sinefalcatus Marques, Boeger e Brasil-Sato, 2015 tem a quarta pata com
enddpode 3-segmentado, mas somente E. pitalicus € encontrado em ciclideos. Todas essas
espécies podem ser facilmente separadas de Ergasilus sp. nov. por possuir o primeiro segmento
da anténula com uma unica seta e a primeira pata com endopode 2-segmentado enddpode
(THATCHER e BOEGER, 1983; THATCHER, 1984a; DOMINGUES e MARQUES 2010;
MARQUES, et al. 2015), considerando que a nova espécie possui 0 primeiro segmento da



anténula com 3 setas e a primeira pata com endopode 3-segmentado. Outras espécies
parasitando ciclideos neotropicais, Ergasilus coatiarus tem a primeira pata com enddpode 2-
segmentado.

Uma espécie recentemente descrita, E. sinefalcatus de Salminus franciscanus (Lima e
Britski, 2007) no Rio S&o Francisco, Brasil, tem também a primeira pata com enddpode 2-
segmentado e quarta pata com 3-segmentado, mas o nimero de setas no primeiro segmento da
anténula presente na descricdo morfolégica difere da apresentada no desenho (ver Fig. 3 em
Marques et al. 2015).

Deve notar-se que a presenca da primeira e quarta pata com endopode 3-segmentado como
observado na nova espécie, é também tipica em sete espécies de agua salobra de Ergasilus na
América do Sul e E. sieboldi von Nordmann, 1832, uma espécie parasita cosmopolita de peixes
de 4gua doce (YAMAGUTI 1939; KABATA 1979; AMADO e ROCHA 2001). Entretanto, a
nova espécie difere destes parasitas na presenca de uma conspicua projecédo abrupta na base do
exopode na pata 2 e pela forma do cefalotérax, na qual ndo é inflado, mas levemente constrito.
Ergasilus sp. nov. pode ser distinguido de todos, exceto E. lizae Kroyer 1863 na presenca de
uma seta na sincoxa na maxila, considerando que a nova espécie possui uma seta préximo a
base.

Em adicdo, a nova espécie difere de E. atafonensis Amado e Rocha, 1995 de Mugil curema
no Rio de Janeiro, Brazil e E. orientalis Yamaguti, 1939 de Acanthogobius flavimanus e
Atherina bleekeri no Japdo pela auséncia de uma membrana inflada entre a coxobase e o
primeiro segmento do endopode, de E. bahiensis Amado e Rocha, 1995 de Mugil curema na
Bahia, Brasil e E. sieboldi Nordmann, 1832 por todas as coxas nuas, e de E. parabahiensis El-
Rashidy e Boxshall, 1999 de Agonostomus monticola em Guiana pela maxila e maxilula
faltando espinhos. Difere de E. sergipensis Amado e Rocha, 2001 no Sergipe, Brasil e E.
xenomelanirisi Carvalho, 1955 de Xenomelanirisi brasiliensis em S&o Paulo, Brasil pela base
ornamentada com uma fileira de espinhos na margem interna. A nova espécie pode ser
distinguida de E. lizae de M. liza do U.S.A. pela auséncia de espinhos em todas as coxas.
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2.6. DISCUSSAO

Atualmente, 774 espécies de copépodes, 189 espécies de isopodes e 133 espécies de
branquitros sdo conhecidos por parasitarem peixes marinhos e de agua doce na regido
Neotropical (LUQUE e POULIN 2007; MORALES-SERNA et al. 2012). Um total de 1.338
associacOes hospedeiro-parasito entre crustaceos e peixes tem sido reportado, com o maior
numero de registros no Brasil (LUQUE et al. 2013). Em contraste, registros de copépodes
parasitos de ciclideos no Brasil sdo escassos, embora representem um dos grupos mais comuns
de peixe de agua doce.

Mais de 56 espécies de ergasilideos de agua doce encontrados no Brasil ocorre em peixes
das familias Anostomidae, Characidae, Pimelodidae and Prochilodontidae (TAVARES-DIAS
et al. 2015). Em adicéo E. coatiarus Araujo e Varella, 1998, E. pitalicus Thatcher, 1984a e E.
sp. nov. descrito neste estudo, outros dois copépodes parasitos sdo conhecidos de ciclideos no
Brasil, Acusicola tucunarense Thatcher, 1984b de Cichla ocellaris (Bloch e Schneider, 1801)
na bacia amazonica e Urogasilus brasiliensis (Rosim, Boxshall e Ceccarelli, 2013) de Cichla
piquiti (Kullander e Ferreira 2006) na bacia do Rio Araguaia (THATCHER, 1984b; LUQUE e
TAVARES, 2007; LUQUE, et al. 2013; ROSIM, et al. 2013). Entretanto, somente uma pequena
proporcao de ciclideos tem sido examinadas para analise parasitologica, sendo provavel que a
fauna de ergasilideos nesses peixes hospedeiros é muito maior.

Ciclideos neotropicais tiveram origem na Africa (MURRAY, 2001; POLETTO, et al.
2010), onde se diversificaram consideravelmente, com diferentes comportamentos adaptados a
diferentes ambientes (KEENLEYSIDE, 1991). Oldewage (1988) listou 13 espécies de
ergasilideos africanos; eles podem ser facilmente distinguidos de E. sp. nov. pelos diferentes
padrdes de ornamentacao cefalica.

Vinte e seis espécies de Geophagus sdo conhecidas na América do Sul e uma na América
Central (FROESE, PAULY 2015), mas a maioria delas ndo tem sido estudadas para analise de
parasitos. A descoberta da nova espécie de Ergasilus ndo somente representa a primeira especie
de copépodes parasitos reportados em G. argyrostictus e G. altifrons, mas também o primeiro
registro de ergasilideos em qualquer espécie de Geophagus na regido Neotropical.
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Fig. 1. Ergasilus. sp. nov. fémea adulta de Geophagus argyrostictus. A — Vista dorsal do
espécime inteiro; B —antena, ventral; C — Pecas bucais, ventral; D — anténula, ventral.
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Fig. 2. Ergasilus sp. nov. fémea adulta de G. argyrostictus. A —abdémen e ramo caudal,
ventral; B — Saco ovigero, dorsal; C — Pata 5, ventral; D — placas interpodais das patas 1 a 4

(numeradas de I a IV), ventral.
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CAPITULO II

ANALISE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE DUAS ESPECIES DE Encotyllabe
DIESING, 1850 (MONOGENEA: CAPSALIDAE) PARASITANDO PEIXES
MARINHOS DO BRASIL.
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RESUMO

Foi realizado um estudo morfoldgico e molecular de espécies de Encotyllabe parasitando peixes
Perciformes buscando esclarecer algumas inconsisténcias taxondémicas presentes no grupo. S&o
apresentadas sequéncias parciais para COl DNA mitocondrial juntamente com a descricao de
duas espécies novas de Encotyllabe, anteriormente registradas como E. spari, Encotyllabe sp.
nov. 1 parasitando Pagrus pagrus (Sparidae), Encotyllabe sp. nov. 2 parasitando Orthopristis
ruber (Haemulidae), além da adi¢do de novos dados para a espécie E. souzalimae Carvalho e
Luque, 2012.
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ABSTRACT

A morphological and molecular study was performed to review of Encotyllabe parasitizing fish
Perciformes hosts seeking to clarify some taxonomic inconsistencies presents in the group.
Parcial sequences COl DNA mitochondrial are presented together with the description of two
new species of Encotyllabe, recorded previously as E. spari, Encotyllabe sp. nov. 1 parasitizing
Pagrus pagrus (Sparidae), Encotyllabe sp. nov. 2 parasitizing Orthopristis ruber (Haemulidae),
with the addition of new data for the species E. souzalimae Carvalho e Luque, 2012.
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3.3. INTRODUCAO

Segundo Kearn (1994) a adaptacdo de monogenéticos a locais como branquias e outros
locais internos, gerada provavelmente por uma alteracdo na pele do hospedeiro, € relativamente
uma invasdo recente, 0 parasito possivelmente buscou refugio em regides como a camara
branquial, onde encontrou um habitat menos suscetivel a predagdo, sendo também encontrados,
em menor escala, na cavidade bucal, no estbmago, no intestino, no ceco, sistema reprodutor e
urinério. Tal fato gerou adaptagdes principalmente no haptor destes parasitos, aqueles que
parasitam brénquias foram os que sofreram maiores adaptacdes, variando de tamanhos de
haptor, exceto Gyrodactylidae Van Beneden e Hesse, 1863 que mantiveram o haptor
conservado. No género Encotyllabe Diesing 1850 o haptor em forma de sino e um par de
grandes ganchos é uma adaptacdo que permite adequada fixacdo as papilas das placas
faringeanas.

Encotyllabe é um género representante da familia Capsalidae Baird, 1853, atualmente
possui 24 espécies conhecidas (GIBSON, 2015), descritas em hospedeiros de diferentes
hébitats, distribuicdes geogréficas e diferentes familias entre as ordens Perciformes e
Scorpaeniformes. Fato este que foge a regra da especificidade da maioria dos monogenéticos
de acordo com a literatura (SASAL et al. 1998, WHITTINGTON et al. 2000).

Esse género possui barreiras taxonémicas, Khalil e Abdul-Salam (1988) afirma que ha
no grupo descri¢Bes a partir de um ou poucos espécimes e inconsisténcias de dados gerando a
necessidade de novos estudos, assim pequenas variagOes intraespecificas que devem ser
consideradas e podem ser vistas perante analise de um nimero de espécimes sdo tidas como
diferencial de espécies, dessa forma a presenca de um ou poucos espécimes para a descricao
torna-a inconsistente. Além de pequenas diferencas morfologicas como por exemplo a posicao
de testiculos e reservatorio vitelinico que podem ser alteradas de acordo com a pressao gerada
na montagem de lamina, achatamento e contragdes resultantes da fixacdo (NOBLE, 1966), da
mesma forma como visto por Yamaguti (1934) que deixa claro que ha alteracdes principalmente
nas medidas ap6s a montagem do individuo ao afirmar que os paréatipos de E. spari Yamaguti,
1934 sdo todos menores por ndo terem sidos submetidos a pressao, a partir dessa afirmacao
tornam-se duvidosas as descri¢es baseadas apenas em medicgoes.

Outro caracter com problemas na identificacdo sdo os ganchos marginais que ndo foram
descritos em todas as espécies, Price (1939) afirma que de sete espécies até entdo descritas
somente duas haviam sido registradas com ganchos, fato que poderia assumir como carater
presente em todos.

Na literatura atual ha inconsisténcias a respeito do local de infeccdo, de acordo com
Khalil e Abdul-Salam (1988) as placas faringeanas sdo mais condizentes ao haptor, além de
gue somente pequeno namero de espécimes por ele foram encontradas nas branquias, migracao
que pode ser ocasionada anterior ou posterior a morte do hospedeiro. Kearn e Whittington
(1992) encontraram espécimes de E. caballeroi Velasquez, 1977 fixos as placas faringeanas,
com os haptors ligados profundamente nas fendas de tecido entre os dentes faringeanos de
forma que mesmo quando os parasitos apresentavam-se estendidos ndo era possivel ver os
haptors, fato que reforca que o local de infecgédo sdo as placas faringeanas, porém ha diversos
trabalhos que indicam algumas espécies nas branquias e opérculos, assim como Chero et al.
(2014), Cordeiro e Luqgue (2005) entre outros, porém este local ndo é adequado a estrutura de
fixacdo de espécimes do género.

Noble (1966) sugeriu que as espécies descritas perante analise de somente um espécime,
como por exemplo E. lintoni Monticelli, 1909, E. masu Ishii, Sawada, 1938, E. pricei Koratha,
1955 e E. chironemi Robinson, 1961, sejam consideradas como provisorias, tendo como
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fundamento as inconsisténcias citadas acima, e talvez algumas sejam redescritas mais tarde.
Afirmou ainda que o tamanho do parasita e o local de infeccdo sejam considerados de valor
diagndstico, junto de andlise de maior nimero de espécimes, sugeriu ainda algumas
caracteristicas ou critérios que poderiam ser analisados para descri¢do e confirmacdo de novas
espécies de Encotyllabe, assim como comprimento do pedinculo estendido, distancia entre o
centro do ovario e o centro de um dos testiculos, tamanho do duto vitelinico antes de adentrar
ao reservatorio vitelinico, tamanho relativos do ovario e reservatorio vitelinico, razdo do
comprimento dos grandes ganchos por comprimento dos pequenos, entre outros. Porém Khalil
e Abdul-Salam (1988) afirmam que ao analisar um grande nimero de espécimes de E. spari
percebeu-se que algumas dessas caracteristicas sdo variantes intraespecificas de acordo com a
idade e maturidade, sugerindo entdo que fossem caracteres mais confidveis a diferenciacdo a
extensdo da vitelaria, a medida de varios 0rgdos, a posicao dos testiculos, o tamanho e formato
dos ganchos; caracteristicas estas utilizadas no presente estudo para diferenciacdo. Outro fator
utilizado foi descrito por Sepulveda et al. (2014) no qual afirmaram que com base em anélise
multivariada, a diferenciacdo entre espécies utilizando também a propor¢do do tamanho de
diferentes 6rgdos ao invés de simples medidas, relacionada ao tamanho do corpo, possui boa
capacidade discriminatoria, confirmando ainda com base em estudo molecular o valor de até
1,4% de variabilidade intraespecifica.

Sabendo das inconsisténcias de dados citadas acima, percebemos a dificil tarefa de
diferenciacdo visto que alguns dos padrbes que acreditamos serem adequados sequer foram
comentados em algumas descricdes, tornando importante até mesmo um padréo de comparacgao
para futuras analises. A especificidade é outro ponto a ser analisado seja para familia ou ordem
de hospedeiro, E. spari por exemplo, parasita segundo a literatura hospedeiros de diversas
familias, ordens e habitos, fato a ser analisado. Possuimos um claro exemplo no presente estudo
que analisa espécies do género parasitando Orthopristis ruber Cuvier, 1830 e Pagrus pagrus
Linnaeus, 1758 que segundo a literatura apresentam E. spari.

Tendo em vista as inconsisténcias taxonémicas presentes no género Encotyllabe, o
presente estudo teve como objetivo avaliar prévios registros para o grupo, descrevendo duas
espécies novas de Encotyllabe, parasitando Orthopristis ruber e Pagrus pagrus, anteriormente
classificadas como E. spari, adicionando também dados moleculares de sequéncias parciais do
gene COlI, das referidas espécies. E adicionalmente redescrever a espécie E. souzalimae.
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3.4. MATERIAL E METODOS

Os hospedeiros foram adquiridos no Ceasa (Central Estadual de Abastecimento S/A),
na cidade do Rio de Janeiro, RJ, sendo capturados por pescadores profissionais na costa de
Cabo Frio (23°S, 42°W). Imediatamente foram acondicionados em caixas térmicas contendo
gelo, para garantir uma boa conservacéo tanto do peixe, quanto do parasito durante o transporte
até o Laboratorio de Parasitologia de Peixes na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). Previamente identificados de acordo com Menezes e Figueiredo (1980), foram
necropsiados imediatamente ou acondicionados em congeladores para preserva-los.

Os peixes foram necropsiados inicialmente pela retirada das brénquias e lavagem da
cavidade seguido de uma incisdo ventral, desde a abertura anal até a linha do opérculo, expondo
a cavidade corporal; 0 estbmago juntamente com eséfago e placas faringeanas foram retirados
e lavados. Tanto a parede dos 6rgdos quanto o sedimento obtido da lavagem foram analisados
em placas de petri com solucéo salina fisioldgica 0,65% NaCl, examinados com o auxilio de
microscopio estereoscopico. O estdbmago e as branquias foram analisados por seguranca, visto
que os parasitos aqui analisados podem se soltar durante a morte do hospedeiro e serem
encontrados soltos nestes locais. Os espécimes encontrados estavam em sua maioria fixos nas
placas faringeanas.

Além do material coletado no presente estudo, para fins de comparagao, também foram
analisados alguns espécimes de Encotyllabe spp. fornecidos pelo Dr. José Luis Luque, que
foram obtidos em estudos anteriores (LUQUE et al., 1996; PARAGUASSU et al., 2002;
CARVALHO e LUQUE, 2012), e adicionalmente os seguintes espécimes depositados na
Colecdo Helmintologica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC):

34531 - E. spari de Pagrus pagrus de Paraguassu et al. (2002).

32019, 32064, 32068 — E. spari de Haemulon sciurus (Shaw, 1803) de Kohn et al.
(1984).

37947 — E. spari de Anisotremus virginicus (Linnaeus, 1758) de Paschoal et al. (2012).
Dados néo publicados.

37948 — E. spari de Conodon nobilis (Linnaeus, 1758) de Paschoal et al. (2010) — Dados
ndo publicados.

37382 (hol6tipo), 37383, 37384, 37385 — E. souzalimae de Trichiurus lepturus
Linnaeus, 1758 de Carvalho & Luque (2012).

3.4.1. Fixacéo

Apos coletados foram subdivididos em dois grupos, um para analise molecular e
outro para analise morfologica, e estes foram fixados em éalcool 80% e formalina 4%,
respectivamente.

Alguns espécimes foram cortados antes da fixacdo para se ter a confiabilidade de que o
parasito analisado em ambas analises é da mesma espécie visto a possibilidade de espécies
cripticas e da existéncia de mais de uma no mesmo hospedeiro. Como especificado por Boeger
et al. (2014) os espécimes separados para analise molecular foram cortados, com o auxilio de
bisturi esterilizado, na regido proxima ao pedunculo e também abaixo dos testiculos, permitindo
que 0 mesmo parasito fosse identificado em ambas analises, desta forma a regido anterior e
posterior foram utilizadas para identificacdo taxondmica e a regido mediana foi utilizada para
analise molecular.
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3.4.2. Analise Morfoldgica

Para andlise dos Orgdos internos, 0s monogenéticos foram corados em Carmim
utilizando o protocolo adaptado de Amato et al. (1991) e montados em balsamo do Canada.
Para analise de estruturas esclerotizadas os parasitos foram montados entre lamina e laminula
em uma mistura de glicerina e acido picrico (GAP).

Foram feitas medi¢cBes no microscopio Olympus BX51 através do software
CellR&CellRImaging Life Science Microscopy. Todas as medidas sdo expressas em
micrémetros, salvo indicacdo em contrario. Os desenhos foram feitos através de um tubo de
desenho acoplado a um microscopio Olympus BX53 equipado com contraste de fases.

3.4.3. Analise Molecular

Foi analisado o gene citocromo c¢ oxidase | (COI). As sequéncias foram editadas por
meio do programa Geneious 8.7.®

3.4.4. Extragdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por meio de Kit Sigma-Aldrich REDEXxtract-N-Amp
Tissue PCR XNAT-10rxn, seguindo as especifica¢des do fabricante, mantendo-o ressuspendido
em 30uL de tampdo AE e armazenado a 4°C até a amplificacgéo.

3.4.4.1. Reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para COX mDNA

Para reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados os oligonucleotideos JB3
(Forward; 5’- TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT - 3’) desenhado por Bowles et al. (1993)
e JB4 (Reverse; 5°- TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG - 37). O volume final da reagao
foi de 20 pL, sendo 4 de agua, 10 de Red extration, 1 de cada primer, 4 de DNA extraido. As
amostras foram colocadas no termociclador (Mastercycler Personal-Eppendorf) e submetidas
as seguintes condicdes: pré-aquecimento 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por
1 minuto (desnaturacédo), 50°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 2 minutos (extensdo) e um
ciclo final de 72°C por 7 minutos. Os produtos deste foram submetidos junto do corante GelRed
a técnica de eletroforese em gel de agarose para visualiza¢do dos fragmentos de DNA.

3.4.4.2. Determinacao das sequéncias nucleotidicas

Os produtos da PCR foram submetidos ao sequenciamento de ambas as fitas no Instituto
de Biologia na Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) com o uso do
sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems-Perkin Elmer, Foster City, CA,
EUA).

3.4.43.  Andlise computacional das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias foram obtidas em forma de cromatogramas e analisadas no programa
Geneious 8.7, na qual as sequéncias nucleotidicas consenso foram alinhadas pelo algoritmo
CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) e editadas.

As sequéncias depositadas no GenBank referentes a Encotyllabe antofagastensis
(SEPULVEDA, et al. 2014) (JQ782836, JQ782837, JQ782838, JQ782839, JQ782840) ¢ E.
cheilodactyli (SEPULVEDA, et al. 2014) (JQ782841, JQ782842, JQ782843, JQ782844,
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JQ782845), juntamente com a sequéncia de Neobenedenia sp. (JQ782846) utilizada como
grupo externo e as sequéncias obtidas no presente trabalho foram utilizadas na construcao da
arvore filogenética, para tal utilizamos do mesmo programa empregando inferéncia Bayesiana
a partir do modelo de evolucdo GTR usando os plug-ins PHYML e MrBayes do programa
Geneious, respectivamente. A veracidade dos ramos conferida por analise de “bootstrap” (1000
repeticoes).

Ambos os dados, molecular e morfolégico, foram correlacionados para comparar as
espécies de parasitos identificadas com os apresentados na literatura. As sequéncias
nucleotidicas serdo depositadas no GenBank.
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3.5. RESULTADOS

Familia Capsalidae Baird, 1853
Subfamilia Encotyllabinae Monticelli, 1892

Encotyllabe sp. nov. 1 (Figs 1. A-D).

Descricdo (baseada em 20 espécimes): Corpo elipsoide 1,94mm (1,77mm-2,5mm) de
comprimento; 891,83 (704,93-1119,78) de largura ao centro do corpo. Regido anterolateral
ornamentada com duas ventosas 155,4 (129,35-176,83) de diametro, envoltas por uma
membrana lobular. Haptor pedunculado em formato de sino 493,82 (448,47-587,64) de
didmetro, com uma fina membrana marginal 35,55 (27,39-39,16), pedunculo 620,23 (556,55-
654,41) de comprimento. Haptor armado com um par de ancoras maiores; 249,94 (212,68-
270,31) de comprimento; um par de pequenas ancoras 30,47 (29,54-32,11) de comprimento e
14 ganchos marginais 12,71 (11,07-14,68). Boca com processo digitiforme conduzindo a uma
faringe irregular 234,99 (176,48-237,78) de diametro. Ceco intestinal ramificado estendendo-
se posteriormente até proximo ao peddnculo, ndo confluente. Dois pares de ocelos no nivel da
faringe. Testiculos ovais, lado a lado, anteriores ao meio do corpo 299,96 (246,43-356,16) de
comprimento; 209,32 (140,10-242,77) de largura. Vaso deferente sinuoso localizando-se
anteriormente do lado esquerdo do corpo, entrando na base do pénis e expandindo-se
lateralmente formando a vesicula seminal e duto ejaculatério. Duto prostatico unindo-se ao
ejaculatorio proximo a extremidade do pénis. Pénis muscular 296,92 (237,08-344,36) de
comprimento; 102,19 (93,3-107,93) de largura com uma prolongacdo voltada para regido
anterior. Ovario preé-testicular, oval, imediatamente posterior ao reservatorio vitelinico 123,39
(91,33-164,85) de comprimento, 169,31 (130,1-194,96) de largura, com receptaculo seminal
intraovariano. Utero se estende ao lado posterior do pénis. Poro vaginal na regido ventral do
reservatorio vitelinico que se encontra do lado esquerdo do corpo. Foliculos vitelinicos
estendendo lateralmente e no meio do corpo, da faringe até proximo ao peddnculo. Ovos ndo
observados.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Pagrus pagrus Linnaeus, 1758 (Perciformes: Sparidae)
Sitio de infeccdo: Placas Faringeanas

Localidade-tipo: Cabo Frio, Litoral do Rio de Janeiro

Prevaléncia: 62%

Intensidade média: 1,53

Material depositado: CHIOC N° 34531

Comentarios

Seis espécies de Encotyllabe foram registradas em hospedeiros da familia Sparidae,
sendo estes E. lintoni parasitando Calamus calamus Valenciennes, 1830 nas ilhas Bermudas e
Pagrus pagrus Linnaeus, 1758 no Rio de Janeiro; E. monticelli Perez Vigueras, 1940 registrado
em Calamus bajonado (Bloch e Schneider,1801) em Cuba; E. pagelli Van Beneden e Hesse,
1863 de Pagellus bogaraveo (Delaroche, 1809) na Irlanda e Gra-Bretanha; E. pagrosomi
MacCallum, 1917 de Chrysophrys auratus (Foster, 1801) na Australia; E. vallei Monticelli,
1907 de Diplodus puntazzo (Walbaum, 1792) no mar Adriatico; E. spari Yamaguti, 1934
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registrado em Acanthopagrus schlegelii schlegelii (Bleeker, 1854) no Japdo e em Pagrus
pagrus no Rio de Janeiro.

O pénis de Encotyllabe sp. nov. 1 nova espécie apresenta uma prolongacao préxima ao
poro genital e a vesicula seminal mais proxima a base com uma curvatura, caracteristicas
diferente de todas as espécies do género descritas até o presente momento. Porém podemos
diferenciar a presente espécie daquelas com registro em hospedeiros da familia Sparidae
considerando também outros caracteres, isto €, a presente espécie difere de E. lintoni pelo
formato dos grandes ganchos; de E. pagelli pelo testiculo alcangar, mas ndo ultrapassar 0 meio
do corpo, além de possuir ventosas anteriores proximas; difere de E. pagrosomi pelo formato
do corpo; difere de E. spari pela proporcdo ovario/testiculo muito maior; e difere de E. vallei
pela proporgdo gancho maior/menor ser maior.

Os especimes analisados para comparagdo possuem similaridade comum ao aqui
estudado, confirmando nossos resultados e os diferenciando da presente literatura.

De acordo com os dados moleculares, a espécie apresentada diferiu-se de todas outras
analisadas neste estudo e das ja conhecidas na literatura neste ambito, corroborando com os
dados morfoldgicos, porém como ndo ha sequéncias de E. spari depositadas, ndo ha como fazer
uma identificacdo de similaridade de espécie. As espécies parasitas de Orthopristis ruber e
Pagrus pagrus apresentaram similaridade baixa como podemos perceber na Tabela 1, vistas
bem separadas na arvore filogenética, confirmando que sdo distintas as especies parasitas de
ambos hospedeiros.
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Encotyllabe sp. nov. 2 (Fig. 2).

Descricdo (baseada em 13 espécimes): Corpo em formato de sino, afilado anteriormente e largo
posteriormente 3,19mm (2,74mm-3,6mm) de comprimento; 1,23mm (814,38um-1,65mm) de
largura ao centro do corpo. Regido anterolateral ornamentada com duas ventosas 253,12
(179,44-304,46) de diametro, envoltas por uma membrana lobular. Haptor pedunculado em
formato de sino 664,75 (476,17-784,05) de diametro, membrana marginal 61,82 (45,5-75,76),
pedunculo 541,38 (650,59) de comprimento. Haptor armado com um par de ancoras maiores
com 280,98 (248,29-338,82) de comprimento; um par de ancoras menores 28,46 (24,78-30,10)
de comprimento e 14 ganchos marginais 11,58 (10,19-13,04). Boca com processo digitiforme
conduzindo a uma faringe irregular 388,72 (268,59-446,01) de diametro. Ceco intestinal
ramificado estendendo-se posteriormente até proximo ao pedunculo, ndo confluente. Dois pares
de ocelos no nivel da faringe. Testiculos ovais, lado a lado, anteriores ao meio do corpo 155,62
(135,11-181,57) de comprimento; 120,89 (102,89-175,51) de largura. Vaso deferente sinuoso
anteriormente, localizado ao lado esquerdo do corpo, entrando na base do pénis e expandindo-
se lateralmente formando a vesicula seminal e duto ejaculatorio. Pénis muscular 209,3 (185,16-
227,95) de comprimento; 107,58 (89,07-122,61) de largura. Ovario pré-testicular, oval,
imediatamente posterior ao reservatorio vitelinico 183,37 (174,4-209,38) de comprimento;
223,55 (186,52-247,65) de largura, com receptaculo seminal intraovariano. Utero estendendo-
se ao lado posterior do pénis. Poro vaginal na regido ventral do reservatorio vitelinico que se
encontra ao lado esquerdo do corpo. Foliculos vitelinicos estendendo lateralmente e no meio
do corpo, da faringe até préximo ao pedunculo. Ovo piramidal com quatro filamentos, cada um
em uma extremidade, sendo um maior do que 0s outros.

Resenha taxondmica

Hospedeiro tipo: Orthopristis ruber Cuvier, 1830 (Perciformes: Haemulidae)
Sitio de infeccgdo: Placas Faringeanas.

Localidade-tipo: Cabo Frio, Litoral do Rio de Janeiro

Prevaléncia: 100%

Intensidade média: 3,87

Comentarios

Atualmente, E. spari e E. pagrosomi séo representante do género registradas parasitando
Orthopristis ruber (COHEN et al. 2013), porém no presente estudo outra espécie € registrada
parasitando este hospedeiro, e como apresenta caracteristicas que o diferem de seus congéneres,
como testiculo com proporg¢Ges menores que 0 ovario, pénis pequeno com o poro genital abaixo
da faringe, esta espécie é descrita como nova no presente estudo.

Em comparacdo com as espécies descritas na literatura esta espécie apresenta o corpo
mais comprido e a regido anterior afilada alargando posteriormente, ndo elipsoide como em E.
spari, porém similar a E. pagrosomi. Outros fatores os diferenciam como o formato do pénis e
a sua extensdo, de forma que o da presente espécie esta por completo abaixo da faringe,
enguanto que outras ambas espécies possuem o mesmo comprido, estendendo-se lateralmente,
apresentando o poro genital ao lado esquerdo da faringe, além do pénis da nova espécie ser
menor que o de E. spari e E. pagrosomi. A propor¢do entre ovario e testiculos sdo bem distintas,
visto que nos espécimes aqui estudados os testiculos apresentam propor¢cdes menores que 0
ovario, enguanto que nas outras espécies ocorre 0 oposto. Nenhuma espécie do grupo apresenta
testiculos pequenos em relagdo ao tamanho do ovario como a espécie aqui apresentada. Apesar
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do tamanho destes érgdos serem considerados de carater duvidoso para diferenciacdo devido a
possivel imaturidade dos individuos, todos espécimes encontrados no hospedeiro, seja em
laminas fornecidas para analise do estudo ou as do presente apresentaram esta caracteristica,
foi identificada também a presenca de ovos no utero, préximo ao poro genital.

As seguintes espécies também foram descritas em hospedeiros da familia Haemulidae:
E. antofagastensis, E. kuwaitensis, E. pagrosomi e E. spari, (Khalil e Abdul-Salam, 1988). A
nova espécie difere de E. antofagastensis pelo formato do pénis e pela proporcao
ovario/testiculo; difere de E. kuwaitensis pelo formato do corpo e por possuir testiculos
justapostos; difere de E. pagrosomi pelo tamanho do pénis, pelo mesmo néo alcancar a regido
lateral da faringe e por possuir testiculos menores que 0s Ovarios.

O formato do corpo afilado anteriormente se assemelha dentre as espécies descritas
apenas ao de E. chironemi e E. pagrosomi, porém o formato do pénis descrito por Williams,
Berveley-Burton (1989) apresenta uma terminacdo ampla e musculosa diferentemente da aqui
apresentada.

Espécimes depositados como E. spari na Colecdo Helmintoldgica na Fiocruz de
diferentes hospedeiros da familia Haemulidae (Conodon nobilis, Anisotremus virginicus,
Haemulon sciurus) foram analisados. Todos possuem o padrdo morfologico similar ao
apresentado em E. sp. nov. 2 (testiculos menores que o0 ovario e acima do meio do corpo, pénis
com poro genital abaixo da faringe, além do tamanho e formato do mesmo), a partir deste dado
podemos pressupor certa especificidade da espécie a familia do hospedeiro, porém devem ser
feitos estudos mais aprofundados principalmente utilizando ferramentas molecular para
confirmagéo.

Foram identificados dois ovos piramidais ainda no utero, cada um em um espécime do
parasito, os quais sdo similares aos descritos por Kohn et al. (1984). Ha poucos registros de
0vos para 0 género, alguns considerados como duvidosos para a espécie por terem sido
encontrados proximos, mas ndo dentro do parasito.

Os dados moleculares corroboram com os dados morfologicos, caracterizando a espécie
aqui estudada diferente de E. antofagastensis e E. cheilodactyli, além de separar as espécies
parasitas de Orthopristis ruber e Pagrus pagrus na arvore filogenética e com baixa similaridade
(40%) como podemos ver na Tabela 1, confirmando que ha diferentes espécies parasitando
ambos hospedeiros. Esta € a segunda sequéncia diferente do gene COI referente a Encotyllabe
parasitando um hospedeiro da familia Haemulidae.
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Encotyllabe souzalimae Carvalho e Luque, 2012 (Fig. 3)

Descricdo (baseada em 1 espécime): Corpo alongado, 1082,99 de largura ao centro do corpo.
Regido anterolateral ornamentada com duas membranas 219 de didmetro, envoltas por uma
membrana lobular. Haptor pedunculado em formato de sino, com uma fina membrana marginal.
Haptor armado com um par de ancoras maiores, 309,41 de comprimento; um par de pequenas
ancoras 29,43 de comprimento. Boca com processo digitiforme conduzindo a uma faringe
globular 345,04 de diametro. Ceco intestinal ramificado estendendo posteriormente até
préximo ao pedunculo, ndo confluente. Dois pares de ocelos no nivel da faringe. Testiculos
ovais, lado a lado, anterior ao meio do corpo 438,03 (419,69-456,36) de comprimento; 250,64
(250,62-250,64) de largura. VVaso deferente sinuoso anteriormente do lado esquerdo do corpo,
entrando na base do pénis e expandindo em largura formando a vesicula seminal e duto
ejaculatorio. Duto prostatico se junta ao ejaculatorio proximo a extremidade do pénis. Pénis
muscular. Ovario pré-testicular, oval, imediatamente posterior ao reservatério vitelinico, com
receptaculo seminal intraovariano. Utero se estende ao lado posterior do pénis. Poro vaginal na
regido ventral do reservatdrio vitelinico que se encontra do lado esquerdo do corpo. Foliculos
vitelinicos estendendo lateralmente e no meio do corpo da faringe até préximo ao pedunculo.
Ovo piramidal observado no utero.

Resenha taxonémica

Hospedeiro tipo: Trichiurus lepturus Linnaeus, 1758.

Sitio de infecgdo: Placas Faringeanas

Localidade: Cabo Frio, Litoral do Rio de Janeiro

Prevaléncia: 7%

Material depositado: CHIOC N° 37382, 37383, 37384, 37385.

Comentérios

Encotyllabe souzalimae foi descrito em Trichiurus lepturus, na qual o principal caracter
de diferenciacdo seria a posicdo dos testiculos e formato dos ganchos. A espécie tipo foi
analisada e identificamos diferenca morfoldgica nos pequenos ganchos entre a representada por
Carvalho e Luque (2012) e os espécimes depositados, esta corrobora com o do presente estudo
(Figura 3B).

Apresentamos adicionalmente o primeiro registro de ovo para a espécie, este encontrado
ainda no utero (Figura 3A), além de sequéncias parciais de mt DNA para a espécie,
diferenciando-a de todas as presentes no GenBank e aqui estudadas.
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Fig 3. Encotyllabe souzalimae. A — ovo; B — ancora menor.

As sequéncias de mtDNA que obtivemos e as presentes no GenBank foram alinhadas e
apresentaram baixa similaridade quanto a espécie, confirmando que s&o espécies diferentes
como é demonstrado pela morfologia. Entre as espécies aqui descritas, as sequéncias de mtDNA
obtiveram suficiente distincdo que € representado pela arvore filogenética aqui apresentada
(Figura 4), podemos perceber esta distincdo também pela Tabela 1 a qual demonstra a
similaridade genética entre as espécies analisadas, separando claramente aquelas espécies
previamente registradas como E. spari em distintas espécies, o que corrobora com os dados
morfoldgicos
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Neobenedenia sp. (JQ782846.1)

Encotyllabe sp. 1

Encotyllabe sp. 2

Encotyllabe souzalimae *

Fig 4. Arvore construida a partir do modelo PHYML com sequéncias de Encotyllabe spp.
obtidas neste estudo a partir de dados mtDNA COIl. Neobenedenia foi utilizado como grupo
externo. (*) Sequéncia obtida no presente estudo

31



Tabela 1. Similaridade genética entre espécies de Encotyllabe depositadas no GenBank e as apresentadas no presente estudo. (*) Sequéncias
obtidas no presente estudo.

Neobenedenia |E. sp E.sp. |Encotyllabe |Encotyllabe |Encotyllabe
sp. nov.1l |nov.2 [souzalimae *|cheilodactyli |antofagastensis E. cheilodactyli (Sepulveda et al. 2014) E. antofagastensis (Sepulveda et al. 2014)
JQ782846 - - - JQ782843 JQ782837 | JQ782844 | Q782841 |JQ782842| JQ782845 | JQ782839 |JQ782836|JQ782840 | JQ782838
Neobenedenia sp. | JQ782846 37% 40% 38% 79% 81% 78% 79% 79% 78% 81% 81% 81% 81%
Encotyllabe sp.
nov. 1 - 52% 47% 48% 37% 36% 37% 37% 37% 37% 36% 36% 36% 36%
Encotyllabe sp.
nov. 2 - 40% 47% 41% 41% 40% 41% 41% 41% 41% 40% 40% 40% 40%
E. souzalimae * - 52% 49% 48% 54% 53% 54% 54% 54% 54% 53% 54% 54% 54%
E. cheilodactyli JQ782843 79% 37% 41% 40% 92% 99% 99% 99% 99% 91% 92% 91% 92%
E. antofagastensis | JQ782837 81% 36% 41% 41% 92% 91% 91% 91% 91% 99% 99% 99% 99%
E. cheilodactyli JQ782844 78% 37% 41% 40% 99% 91% 99% 99% 99% 91% 91% 91% 91%
JQ782841 79% 37% 41% 40% 99% 91% 99% 100% 99% 91% 91% 91% 91%
JQ782842 79% 37% 41% 40% 99% 91% 99% 100% 99% 91% 91% 91% 91%
JQ782845 78% 37% 41% 40% 99% 91% 99% 99% 99% 91% 91% 91% 91%
E. antofagastensis | JQ782839 81% 36% 40% 41% 91% 99% 91% 91% 91% 91% 99% 99% 99%
JQ782836 81% 36% 40% 41% 92% 99% 91% 91% 91% 91% 99% 99% 99%
JQ782840 81% 36% 40% 41% 91% 99% 91% 91% 91% 91% 99% 99% 99%
JQ782838 81% 36% 40% 41% 92% 99% 91% 91% 91% 91% 99% 99% 99%
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3.6. DISCUSSAO

O presente estudo fornece a descricdo de duas novas espécies do género Encotyllabe,
incluindo sequéncias parciais do gene COIl (DNA mitocondrial) e acrescenta observacoes
suplementares sobre a espécie E. souzalimae. Atualmente 24 espécies sdo aceitas, porém
Sepulveda et al. (2014) afirmou que somente quatro espécies sdo facilmente distinguidas por
caracter morfolégico, sendo estas E. caranxi Lebedev, 1967, E. kuwaitensis, E. pagelli, E.
souzalimae; podemos incluir também as espécies por eles descritas E. antofagastensis e E.
cheilodactyli, fato que reforcga a necessidade de reavaliagéo no grupo.

O primeiro registro de Encotyllabe incluindo a descricdo dos ovos na América do Sul
foi feito por Kohn et al. (1984), registrando E. spari em Haemulon sciurus (Shaw, 1803) no
Rio de Janeiro. Posteriormente houveram outros registros de E. spari nesta regido: em
Orthopristis ruber por Luque et al. (1996); em Menticirrhus americanus por Chaves e Luque
(1999); Paraguassu et al. (2002) e Soares et al. (2014) identificaram na mesma espécie de
hospedeiro, Pagrus pagrus; além de Dactylopterus volitans por Cordeiro, Lugue (2005). Outros
registros desta espécie também ocorreram no Japdo (YAMAGUTI, 1934), no Golfo Arabico
(KHALIL e ABDU-SALAM, 1988; KARDOUSHA et al. 2002) e no Golfo de Tonkin
(MAMAEYV, 1970). Dentre as espécies deste género, Encotyllabe spari é a que possui registros
nas mais diversas familias e em duas ordens de hospedeiros.

Até o presente momento, outras cinco espécies também foram registradas na Ameérica
do Sul, sendo elas: E. antofagastensis, E. callaoensis Tantalean, 1974 e E. cheilodactyli,
encontradas parasitando peixes no oceano Pacifico e E. lintoni e E. souzalimae encontradas em
peixes no oceano Atlantico.

Em Pagrus pagrus ha registro de duas espécies de Encotyllabe, isto é, E. lintoni e E.
spari (FABIO, 1998; PARAGUASSU et al. 2002). Encotyllabe lintoni foi descrito por Linton
(1907), parasitando Calamus calamus nas ilhas Bermudas, Reino Unido. E ja foi registrado
também em Pagrus pagrus outro representante da familia Sparidae, no Rio de Janeiro, Brasil
por Fabio (1998). Esta espécie foi descrita com base em um unico espécime, como diversas
espécies do género, e este foi analisado por Monticelli (1909) e por Price (1939), e Price sugere
que este seja E. spari visto que sé havia um espécime para analise, o qual seria muito parecido
com este, porém com leves diferencas nas medicdes, 0 que poderia ser uma variagdo, mas ndo
seria suficiente para ser considerada nova espécie, diferente de Monticelli que observou no
mesmo espécime ganchos com formato diferente de E. spari. Esta espécie foi redescrita por
Fabio (1998) parasitando Pagrus pagrus, e 0 mesmo sugere que Calamus calamus seja apenas
um hospedeiro acidental, visto que foi encontrado apenas um espécime nas branquias do mesmo
e a area de dispersdo de ambos hospedeiros ser a mesma. Porém podemaos identificar diferenca
no formato dos ganchos entre E. lintoni e E. spari ndo evidenciada por Fabio (1998), mas
demonstrada pelos pesquisadores anteriormente citados. Vale ressaltar que a cole¢do no qual
foi depositado este material, foi procurada e aparentemente nao esta mais em funcionamento,
impedindo a confirmacao desta espécie em Pagrus pagrus.

Os espécimes analisados que foram fornecidos por José Luis Luque sdo de completa
similaridade morfoldgica com aqueles por nés coletados, reafirmando nossos dados. E a partir
dos presentes dados podemos entender que E. spari € um parasito generalizado pelos
pesquisadores, pois além de trabalhos com desenhos representando parasitos com diferencas
morfoldgicas se referindo ao mesmo, durante o presente estudo ndo encontramos a espécie nos
hospedeiros ja registrados, embora haja a possibilidade de ambas parasitarem o mesmo
hospedeiro, reafirma-se a necessidade de revisdo para o grupo. Deve ser considerada também a
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possibilidade da existéncia de espécies cripticas (espécies idénticas morfologicamente e
distintas geneticamente) que somente podem ser reconhecidas perante estudos moleculares.

A partir da variacao entre as medidas observadas no presente trabalho, percebemos que
é inconsistente a identificacdo de uma espécie somente por medidas de poucos espécimes como
ocorre no grupo, fato considerado inclusive por estudos moleculares, pois Hebert et al (2003)
identificou que ha variacdo genética intraespecifica sendo a distancia genética de 3% entre
espécies de invertebrados o suficiente para distingui-las. Entretanto Sepullveda et al. (2014)
encontrou até 1,4 % de variabilidade intraespecifica ao analisar duas espécies de Encotyllabe.
Podemos afirmar que sdo caracteres adequados para a identificacdo de espécies do género a
forma dos ganchos e corpo, forma e posicdo do pénis, a distancia entre testiculos e 0 meio do
corpo, a proporc¢do ovario/testiculos e a distribuicdo da vitelaria junto da proporcao dos 6rgaos.

Em nossos resultados obtivemos espécies diferentes parasitando hospedeiros de diferentes
familias, entretanto a literatura atual demonstra uma mesma espécie ou um género de
hospedeiro sendo parasitado por diferentes espécies de Encotyllabe, incluindo distribuices
geograficas distintas. Todas essas variacdes levariam a acreditar na incompatibilidade da
especificidade parasito-hospedeiro, porém ndo confirmada aqui, fato que s6 poderd ser
confirmado através da revisdo do grupo que poderia trazer novos dados para este ambito. E o
fato de parasitarem peixes migratérios como o Pagrus pagrus pode facilitar a dispersdo do
mesmo, justificando o registro do mesmo parasito em localidades tao distintas.

Porém no presente trabalho a especificidade quanto ao local parasitado foi positiva, ja
gue a grande maioria coletada foi encontrada aderida as placas faringeanas e que nas branquias
foram encontrados somente parasitos soltos, fato que pode ser facilmente explicado pelo
desprendimento do hospedeiro diante da morte deste, juntamente da proximidade das branquias
com as placas faringeanas.

Atualmente, na literatura ha apenas o trabalho de Sepulveda et al. (2014) referente a
anélise de COI (mtDNA) de Encotyllabe, e 0 mesmo descreveu Encotyllabe antofagastensis e
E. cheilodactyli utilizando dados morfologicos moleculares. O presente estudo fornece
informacOes de sequéncias de espécies ainda ndo depositadas, pois acredita-se que a anélise
molecular deve ser empregada juntamente com a morfologia para responder as inconsisténcias
do grupo.

A presente analise molecular foi de completa concordancia ao estudo morfoldgico,
distinguindo as espécies aqui apresentadas, embora haja poucas sequéncias moleculares de
Encotyllabe no GenBank, o que ndo nos permite a comparagdo molecular com muitas espécies,
porém as presentes espécies apresentam caracteristicas morfologicas nitidas para sua distingao
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4. CONCLUSOES GERAIS

Embora a maioria das espécies de Ergasilus no Brasil tenham sido descritas na bacia
amazonica, a descoberta de uma nova espécie do género nesta localidade, revela que sua
diversidade ainda nao é totalmente conhecida.

Sobre o género Encotyllabe com os dados aqui obtidos podemos afirmar que os presentes
parasitos ndo correspondem ao que foi proposto anteriormente na literatura, reforcando a
necessidade de uma reavaliagdo do grupo.

Escassos trabalhos referentes ao estudo filogenético do género Encotyllabe, geram a
necessidade de novos estudos filogenéticos referentes ao grupo para melhor comparacéo.
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