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fiParasites make up the majority of species on Earth.
According to one estimate, parasites may outnumber
freeliving species four to one. In other words, the study

of life is, for the most part, parasitology.
Carl Zimmer
Parasite Rex: Inside the Bizarre Wbdf Nature's Most

Dangerous Creatures (2001)
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(Barra = B um). B- Corte transversal na altura do eséf@@arra = ® um). G Corte transversal na
metade do corp(Barra = © um). D Visédo ventral da bolsa copular@ (Barra = 5 um). E Cone
genital(Barra = 5um). F Visao lateral da bolsa copuladdiarra = ® um). G Viséo ventral dos
espiculos direito e esquer(i®arra = 9 um). H Detalhes do espiculo direito, demonstrando a diviséo
dos trés ramos principaiBarra = 9 um).  Detalhes do garfo, destacarmoprojecdes secundarias
(Barra = 5um). J Visao dorsal do espiculo direi(Barra = 4 [M).........ceveeiiiiiiiieeeeeesireeiiieeennnn 64



Figura 28 - Microscopia de LuzdeOswaldocruziap. nov. 2 fémea parasito @eoophagusia Flona

de Caxiuana: A. Regido antariondicando o anel nervosonjg(Barra = D0 em); B. Detalhes da
vesiculacefalica(Barra = 9 em); C. Detalhes da superficie cuticular, destacando o poro excretor
(pe) e o deiridio (setgBarra = 9 em); D. Detalles do sistema reprodutor feminino indicando a
abertura da vulva (v) e o ovojec{®@arra = 100em); E. Regi&o posterior, indicando a abertura do o
anus (a) e o espinho cuticular terminal (SEB&EYTa = D EM). .ccovvvviiiiiiiiiiiiee v 67

Figura 29 - Microscopia de Luz d®swaldocruziasp. nov .2 macho parasito @ oophagugia

Flona de Caxiuana: A. Visao venti@d bolsa copulador@Barra = © em); B. Visdo ventral dos
espiculos dentro do corggBarra = © em); C.Detalhes da estrutura do espiculo direito, destacando

o figarfoo (g), a fcalBamaded r g M) LIminy es@cula isaiabda© mi n
demonstrando as projecdes na porcao diB@lra = D EM).....ccoeeeriiieeiiiiiiieieiireee e 68

Figura 307 Arvore filogenética por critério de Maxima Verossimilhanca (Me)Oswaldocruzia
baseada na regido codificante da enzBitacromoc Oxidase Subunidade | do DNA mitocondrial.

Figura 31 - Arvore filogenética por Inferéncia Bayesiana (B Oswaldocruziebaseada na regi&o
codificante da enzim@itocromoc Oxidase Subunidade | do BNnitocondrial......................... 70
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RESUMO

Oswaldocruziag um género de nematédeos parasitos de anfibios (Arauda) e répteis
(Squamatag)epresentado por cerca de 90 espécies distribuidas mundialmente, das quais 43 ocorrem
na regido Neotropical. As espécies @swaldocruziasdo caracterizadas principalmente pela
morfologia espicular dos machos e sao divididascenco grupos biogeograficos (OrienEgiope,
Neo-etiope, Holartico, Neotropical Caribenho e Neotropical Continental) e, também, em trés tipos
morfologicos de bolseopuladorat{pos I, Il e lll). Porém, aimilaridade morfolégica, auséncia de
chaves d identificacdo atualizadas e de dados moleculares dificulta a sisteméatica do género. Assim,
este estudo teve como objetivo, a realizacdotad@mnomia integrada de nevespécies de
Oswaldocruzigoarasitos deito espécies de anfibiosuena espécie deepil oriundos daliferentes
coletas realizadasm trés localidadeso estado do Para. Os hospedeiros foram necropsiados e 0s
helmintos encontrados foram limpos, fixadosamnazenados emstanol 70%. Para o estudo
morfoldgico, os espécimes foram destinados senkacdo por microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura. Para o estudo molecular, realizamos a extracdo, amplificacdo e
sequenciamento da regido codifloea da enzima i@cromo ¢ Oxidase Subunidadedo DNA
mitocondrial. As sequéncias resuites foram alinhadas e comparadas com dez sequéncias
disponiveis publicamente no GenBank e duas reconstrucfes filogenéticas foram realizadas para
observar as relacdate parentesco, uma sob o critério de Maxima Verossimilhanca e outra por
Inferéncia Bayaana. Como resultados identificam@swaldocruzia belenenstsn Rhinella marina
e Rhinella margaritifera Oswaldocruzia chabaudem Boana geographicae Boana wavrinj
Oswaldocruzia chambrierem Amazophrynella bokermanm R. margaritifera Oswaldocruzia
lanfrediaeem Leptodactylus paraensi®swaldocruziavitti em AnolisfuscuauratusOswaldocruzia
sp. nov. lem Phyllomedusa vaillantie Oswaldocruziasp. nov. 2em Osteocephalus oophagus
alinhamento e comparacao dos niveis de divergéncia dearanstliferencas significativas entre as
novas sequéncias obtidas e as sequérdna§enBank. Anbas as reconstrucdes filogenéticas
demonstraramdois clados principais, um incluindas sequéncias do México e autclado
geneticamente distintda Amazoéniadestacanal a ocorréncia d®. chabaudiem B. wavrini e B.
geographicaa relacdo proxima entes sequéncias de parasitos de Bufonelaevas egistros de
hospedeiros e localidades p#&a chambrierie O. belenensisEste estudo adicionaformacdes
acerca daliversidade de helmintos parasitos de anfibios e répteis da Amazdnia, e demonatra que
combinacdo dos métodos morfolégicesmoleculares apresentamotencial satisfatério para

delimitacdode espécies caracterizacao do género

Palavras-chave:Nemata Helmintologia; parasitos intestinais; anfibios e répteis
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ABSTRACT

Oswaldocruzias a genus of parasitic nematodes of amphibians (Anura, Caudata) and reptiles
(Squamata), represented by about 90 species distributed worldwide, of which 43 occur in the
Neotropicd region. The specie®f Oswaldocruziaare mainly characterized by the apar
morphology of the males and are divided into five biogeographic groups (Oifithitapian, Nee
Ethiopian, Holartic, Neotropical Caribbean and Neotropical Continental) and taise
morphological types of capatory bursatypes |, Il and 1ll). Howeer, morphological similarity,
absence of updated identification keys and molecular aatglicate thesystenatic of the genmis
Thus, the objective of this study was the realizatminthe integrated taxonomy of nine species of
Oswaldocruziaparasiizing eight species of amphibians and one reptile species from different
collections in three locations in the state of PBrazil. The hosts were necropsied and the helminths
foundwererinsed fixed and stored in 70% ethanol. For the morphological sthdgpecimens were
used for observation by light microscopy and scanning electron microscopy. For the molecular study,
we performed the extraction, amplification and sequencing ofatieg region of th&€ytochranec
OxidaseSubunt | enzymefrom themitochondrial DNA. The resulting sequences were aligned and
compared to ten sequengeblicly available in GenBank and two phylogenetic reconstructions were
performed to observe theelaionships, one under the Maximum Likelihood criterion and therothe
by Bayesian Inference. As resWe identifiedOswaldocruziabelenensisn Rhinellamarina and
Rhinella margaritifera, Oswaldocruziachabaudi in Boana geographicaand Boana wauvrini,
Oswabocruzia chambrieriin Amazophrynellabokermanniand R. margaritifera, Oswaldocruzia
lanfrediaein Leptodactylugparaensis Oswaldocruziavitti in Anolis fuscuauratusOswaldocruzia
sp. nov. 1 inPhyllomedusavaillantii and Oswaldocruziasp. nov. 2 inOstecephalusoophagus
Alignment and comparison of levels of divergence demonstrated significant differences between the
new obtainedsequences and the sequenfresn GenBank. Both phylogenetic reconstructions
demonstrated two main clades, one including tequences from Mego and another clade
genetically distinct from the Amazon, highlighting the occurrend®.athabaudin B. wavriniand
B. geographicathe close relationship between the sequefroes parasits of Bufonidae and new
records of hosts arldcalities forO. chambrieriandO. belenensisThis study adds information about
the diversity of helminth parasites of amphibians and reptiles of Amazon, and shows that the
combination of morphological and molecular methpdesentssatisfactory potentiafor species

delimitationand characterizatioof thegenus

Keywords Nemata; Helminthology; intestinal parasites; amphibians and reptiles
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INTRODUCAO

Osorganismogarasiarioscompdemuma importante fracdo da biomassa nos ecossistemas,
sdo indicadas deintegridade e estabilidadembiental e representam bons modelos para estudos
gerais de evolugdo. Entretanto, apenas uma pequena fracdo de sua diversidade no planeta tém sid:
identificada, e as relagdes filogenéticas entre as espécies ainda namsésclzeecidaéBrooks e
Hoberg 2001) Parasitos e demais patdégenos desempenham peh gentral nos ecossistemas,
afetando a ecologia e evolucdo de seus hospedeiros, o crescimento populacional, além de
desempenhar papel regulador da biodiversidade de comun{@adekse Hoberg 2007.)

A avaliacdo dos padrbes de abundancia dos parasitos em seus hospedeiros e do seu ciclo de
transmissao é considerada ponto central no estudo da interacdo hogpa@sito(Bonsall2004)
Adicionalmente, os parasitos fornecem informacdes valiosas para a histéria natural dos hospedeiros,
sendo importantes indicadores dos hébitos alimentares e comportamentais doirbospede
estrutura tréfica nas comunidad@ookse Hoberg 2000) Entretanto, os par&ss ainda instigam
pouco interesse da comunidade cientifica eralge foram negligenciados dos estudos pela maioria
dos naturalistas ao longo do século passado.

Felizmente a situacdo vem mudando nas ultimas décadas com o estabelecimento de varias
pontesentre a parasitologia e a ecologia de comunidééeslin 1999) Assim, do ponto de vista
ecologico, as pesquisas sohparasitos se concentraram em dois niveis distintos: Primeiro,
denonstrando o papel que os parasitos tém na estruturacdo das comunidades através de efeitos
diferenciais nos hospedeiros, ou causando a debilitacdo de espécies chaves na estruturacdo d:
comuniade ou alterando indiretamente o fenétipprdasma, mudando suanportancia ecoldgica.
Segundo, demonstrando a importancia dos parasitos na modelagem das préprias comunidades
parasitarias, através da competicdo entre diferentes espécies e consedueated@ abundancia
parasitaria; tornando um hospedeiro mais oumanesuscetivel a infeccdo de outras espécies de
parasitosou se fazendo presentes simultaneamente em diferentes niveis da comunidade, com ciclos
gue podem incluir hospedeiros intermediagaté mesmo fases de vida liyRoulin 1999)

Desta forma, enfatizee a importancia de estudos sobre helmintos ip@sada fauna
amazonica, pois, quando uma espécie de vertebradweécada de extin¢cdo, sua infracomunidade
também estara sob ameaca.

Tradicionalmente, a identificagcdo das espécies de nematdédeos € baseada em uma minuciosa
mensuracdo e comparacdo de caracteres morfologicos. Frequentemente, a diferenciacdo entre
algumas g%écies € baseada em valores médios de uma populagéo de indiviguesoaba sendo
dificultado quando as popula¢des apresentam espécies estreitamente relacionadas ou que apresenta

baixa prevaléncia relativa, dificultando a obtencdo de um numero stdiiente alto de espécimes
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para uma analise mais robusta da variagédologica(Powers 2004)

Frente ao grande numero de espécies a seramitde® 0s problemas na sistematica em geral,
o diagnostico molecal tem se tornado uma alternativa promissora de identificacao rapida e acurada
de espécies anima(blajibabaei et al. 2007; Siddadt al. 2012) O DNA Barcodingou "cédigos de
barra de DNA consiste em um sistema universal de identificacéo bioldgica a partir de sequéncias de
regides especificato DNA. Hebert et al. (2003)ropuseram este método como uma adaptacédo do
sistema de cddigo de barras utilizados para produtos do mercado varejista, no qual séo utilizadas 11
posicoes onel os numeros de 0 a 9 podem ser alternados em diferentes combinacdes, gerando cerca
de 100 bilhds de identificadores numéricos unicos. No caso do DNA, cada par de base (pb) seria
uma posicdo com quatro possibilidades de nucleotideos (Adenina, Citosanéydsei Timina). Uma
combinacdo de apenas 15 pb, gera cerca de um bilhdo de cédigos Unicosjyarmmuito maior
gue o de espécies conhecidas. Como as sequéncias obtidas sdo muito maiores que 15 pb, seria possiv
identificar cada espécie através de umigalsequéncia de DNA.

O surgimento de novas tecnologias e a reducéo gradual dos custos gioeatrglificacao
e sequenciamento de DNA, em conjunto com o aumento da capacidade computacional de
processamento de dados, tém popularizado o uso das fet@ammerieculares eNA barcodevem
sendo mais utilizado tanto para a sistematica quanto parelayi@, auxiliando as estratégias de
conservacagHebert e Gregory 2005)

Ao escther quais segmentos do DNA devem ser incluidos na andlise moleculasgdevar
em considerap que tanto a diversidade quanto o grau de conservacdo da sequéncia sao muito
relevantes para os taxa. A diversidade de uma determinada sequéncia € negassaoa
reconhecimento de distingdes interespecificas, assim como o grau de conservacao do degeen
ser levado em conta para a construca@mimersuniversais e no alinhamento das sequéncias dos
diferentes tax#@Floyd et al. 2002)Desta forma, muitos marcadores do DNA Mitocondrial tém sido
utilizados em estudos filogenéticobacodingde nematddeos (Fig. 1), principalmente pela auséncia
de introns, menor exposicdo a recombinacdo, hereditariedade haploide e um bom nivel de
conservagao apesar da taxa de mutacao relativamente elevada, resultaradiagdin molecular
significativa entre as espécies e uma variacdo comparativamente menor derigpéatie@Hyman
1988; Saccone et al. 1999; Elsasser et al. 2009)
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Figura 1 - Estrutura do DNA mitocondrial d€aenorhabditis elegansdemonstrando a
posi@o relativa dos genes para 12 proteinas (Setas vermelhas) com destaque para a regido
codificadora da enzima Citocromo ¢ Oxidase | (Seta amarela) e dois rRNAs (setas negras) de acordo
com Lemire (2005).

Dentre os rarcadores genéticos mais comuns pararifad@cao molecular de nematédeos,
0 gene para 0 RNA da Subunidade Ribossomal Peq8&t foi o primeiro utilizado na tentativa
de desenvolver um sistema de classificacdo, sendo representado pela regido 13 r&nNAom
grandes dificuldades no deleraento de muitas espécies e pouca resolucédo de aspectos morfoldgicos
importantes uma vez que este gene parece evoluir muito lentgBlexter et al. 1998)

O gene para o RNA da Subunidadéddisomal GrandeL§U) foi o segundo marcador
utilizado para nematédeos, porém nao apresenta sinal filogenético suficiente para resolver as relacdes
no nivel especificdDe Ley et al. 2005; Subbotin et al. 2008) regido do Espacador Interno
Transcrito (TS é altamente divergente e de dificil alinhamento entre taxa muito dispares, o que
impede seu uso como um marcador universal para Filo Nemata. Além disso, as variag6es moleculares
observadas em nivel especificsmtdemonstrado este segmento como um marcador mais adequado
para a identificacdo de espécies do que para analises filogedétteaa mais abrangenigdoyd et
al. 2002; De Ley et al. 2005)

Por fim, a regido @ocromo ¢ Oxidase subunidaded@l) que é traduzida em uma proteina
evolutivamente conservada sendo, entdo, um marcador eficiente e abrangente grass sist
identificacdo de muitos grupos de metazoarios, assim como para o Filo Nemata, e amplamente

utilizada em trabalhos filogenéticos ebdecoding(Prosser et al. 2013; PalomaRiis et al. 2017)
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Assim, ao considar a relevancia dos genes para a identificacdo de nematdédeossetorna
evidente que as analise®leculares ndo estéo livres de inconsisténcias. Adicionalmente, uma das
grandes criticas ao DNAarcodingesta no fato de se tratar de uma abordagem feretico
cladistica, onde se mede a distancia genética atravées da similaridade das sequénciesgraas se
espécies, com poucas definicbes gerais que as expliguem. Assim, tém sido sugeridas abordagens
integrativas, com o uso combinado de dados de multipleies, morfolégicas, moleculares e
ecoldgicas para a identificacdo e definicdo das espéciesrda éficiente e mais abrange(ferri
et al. 2009; Di Azevedo et al. 2017)

Dentre ohelmintosendoparasitos deertebrados emegal o Filo Nemataé o mais abundante.

Ben Slimane et al. (1996) estudaram vagéseros deematddeoparasitos em anfibios e répteis

dentre os Trichostrongylina, definindo como caracteres de maior importancia a disposi¢cao dos raios
bursais caudais, pela morfologia do sinlofe (em cortes transversais na juncao-iesé&igo e no

meio do corpo) e pela orfologia dos espiculos. Os autores classificaram entdo as espécies em um
grupo de espécies "reliquia" caracterizado pela presenca de seis labios e capsula bucal bem
desenvolvida, condigcbes estas consideradas plesiomorficas, um geugspdcies "antigas"
caracterizadas pela perda da capsula bucal, poeetendo ainda caracteres plesiomdrficos como o
gubernaculum e a corona radiata e por fim ur
Oswaldocruziee caracterizado pela auséncia dbernaculo e da corarradiata.

Dos géneros de nematddeos parasitmzhecidos paranfibios e répteisDswaldocruzia
Travassos, 1917 € um dos mais representatoasrendoem diferentes familias de hospedeiros.

Estes helmintos pertencem a Ordem RhatalitSubordem Strondjgla, caracterizada pela presenca
da bolsa copuladora nos machos, uma estrutura cuticular sustentada por raios musculares;
Superfamilia Trichostrongyloidea, caracterizada pela presenca das cristas longitudinais compondo o
sinlofe e a esicula cefélica e FRailia Molineidae cuja diagnose consiste na auséncia de anel bucal,
padrao de sinlofe e padréo de bolsa com raios seguindo o pati&@V2centeet al.1991).

O género inclui aproximadamente 90 espécies que sao distribuidas mundi#Buiim e
Kuzmin 2012) sendo 43 espécies ocorrentes na regido Neotropical entre as quais 14 espécies ocorrem
na América do Suk oito sdo relatadgsarasitando anfibios e répteis no Brg&uerrero 2013;
Campiao et al. 2014)

Dentre as caracteristicas morfologicas representativas para o génente et al. (1991¢
Anderson et al. (2009)estacam: a presenca de vesicula cefalica com porgéo anterior mais dilatada e
inferior mais estreita, cuticula com finas estriagbes transversais e com cristas longitudinais
percorrendo paralelamente umas as outras por toda a&xtdacorpo dos nematddeos. Nas fémeas
a vulva é situada na metade posterior do corpo e o aparelho genital € didelfo (com dois ovarios) e
anfidelfo (com cada ovario voltado para uma extremidade do corpo) e cauda conica simples
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terminando em um espinho mutlar. Nos machos, destasa a auséncia do gubernaculo e os
espiculos robustos divididos em calcadeira, garfo e lamina, envolvidos por uma membrana hialina.
As espécies do género sao divididas em cinco grupos, caracterizados pela morfologia dos
espiculose didribuicdo biogeografica (Fig. 2), sendo estes: Oriifope, com espiculos néo
idiomorfos terminando em duas ou trés pontas distais (Fig. 3A)eNeoe, com espiculos ndo
idiomorfos e trés pontas principais, das quais e pelo menos duas séadbiufigy. 3B); Holartico,
com espiculos idiomorfos e bifurcacdo do garfo no terco mediano, correspondendo a mais que 30%
de seu comprimento total (Fig. 3C); Neotropical Caribenho, com espiculos idiomorfos e bifurcacéao
do garfo no terco distal, corresponde amenos que 30% de seu comprimento total (Fig. 3D) e
Neotropical Caribenho, com espiculos idiomaérficos apresentando todos os trés ramos divididos em
numerosas projecoes distais (Fig. 8&gn Slimane et al. 1996)

[l Oriento-etiope

[ Neo-etiope

[ Holértico 2

[ Neotropical continental

[] Neotropical caribenho o
AT

Figura 2 i Distribuicdo biogeograficale Oswablocruziacom base na morfologia do espiculo:

Orientcetiope (azul); Ne@tiope (roxo); Holartico (vermelho); Neotropical Caribenho (amarelo);

Neotropical Continental (verde). Adaptado a partir das informacgdes de Ben Slimane et al. (1996).

Dentro de cadargpo, ha um grande nimero @spéciesjue sdao morfologicamente muito
semelhantescujasistematicaeem nivelespecifio € dificil (Ben Slmane et al. 199). O estudo da

21



morfologia do sinlofe,da bolsa copuladora e dos espiculos dos mafdroscemos caracteres
morfolégicos mais importantes para a diagnose especifica destes he(Bem&imane et al. 1996)
Porém, ocasionalmente h4 sobreg@s destes caracteres, sendo a analise morfométrica utilizada
como alternativa para a diagnose nestes casos, 0 que é ummparolito a variabilidade
intraespecifica de caracteres morfoldégicos e morfométricos para estes nemgodeeget al.

2007 Burseye Goldberg 2005Santos et al. 20Q0&uerrero 2018

A 9

Oriento-etiope Neo-etiope Holartico Neotropical Neotropical
continental caribenho
Figura 37 Caracterizacamorfolégica dos espiculos das divisdexmeograficas d®swaldocruzia
A. Orientoetiope (ndediomorfo); B. Neeetiope (ndadiomorfo); C. Holartico(idiomorfo, com
bifurcacdo do garfo no terco mediano); D. Neotropical Continental (idiomorfo, com bifurcagéo do
garfo no terco distal); E. Neofial Caribenho (idiomorfo, com todos os ramos subdivididos em
pequenas projecdes). Adaptado a partir dasmdgdes de Ben Slimane et al. (1996).

Ben Slimane et al. (1996) também classificam as bolsas copuladoras das espécies do género
em trés tipos mdoldgicos, baseandse na origem e disposicao relativa dos raios 6 e 8. A bolsa
copuladora do Tipo | é consid@ela a mais primitiva, com o raio oito originarskdorsalmente em
um ramo independente do raio seis e permanecendo sem contato com esteseanawdasao (Fig.
4A). Na bolsa copuladora de Tipo Il, o raio oito nasce livremente na regido dorsal, poréog e
parte mediana sofre sobreposicéo do raio seis (Fig. 4B). Por fim, na bolsa copuladora do Tipo lll, o
raio oito pode surgir ou no mesmo ragiig. 4Ca) ou em um ramo independente do raio seis (Fig.
4CDb), sofrendo sobreposicdo do mesmo em quase tadxtnsao, exceto na por¢ao distal.
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Figura 4 - Tipos de bolsas copuladoras de acordo com a disposicao relativa dos raios bursais: A. Tipo

| - Raio 8 nascendo em ramo independente e sem contato com o raio 6 por toda sua extensao; B. TipcC
Il - Raio 8 nasendo em ramo independente e sobrepesedao raio 6 na parte mediana; Ca. Tipo llI

A - Raio 8 surgindo em ramo independente, porém sobregmdo raio 6 por quase toda sua
extensdo, exceto na parte distal; Cb. Tipo I} Baio 8 surgindo no mesmo ramo chio 6 e
sobrepondese a0 mesmo por quase toda sua extensdo, exceto na parte distal (Ben Slimane et al.
1996).

Além da similaridade morfol6gg n&o existem chaves de identificagéo recentes e atualizadas
para as espécies do gén@wwaldocruziavistoque a Unica chave de identificacdo para o género foi
proposta por Ben Slimane et al. (1996) constando apenas 29 das 43 espécies reconhkug@lae atua
na Regido Neotropical. Adicionalmente, estdo disponiveis no GenBank apenas 18 sequéncias de
Oswaldocruza, das quais sete pertencenDawaldocruziafiliformis (Goeze, 1782parasitos de
Lissotriton vulgaris(Linnaeus, 1758)Amphibia, Caudata) da Aimanha, nove de uma espécie néo
identificada parasito d&€rachycephalugyphonius(Linnaeus, 1758JAnura, Hylidae) do México,
uma de outra espécie também nao identificada parasihmabe/rusamericanugHolbrook, 1836)

(Anura, Budonidae) dos Estados Umig e uma sequéncldswaldocruziachambrieriBen Slimane

and DuretteDesset, 199parasito deRhinella margaritifera(Laurenti, 1768Xa Floresta Nacional

de Caxiuana (Flona Caxiuana), sendo a Unica sequéncia disponivel para &eagiapical com

diagno® especifica. Por fim, ndo existem trabalhos filogenéticos que confirmem a validade tanto dos
agrupamentos biogeogréficos e morfoldgicos quanto as relacdes de parentesco entre as espécies d

género.
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O principal objetivo deste tralie é a realizacdo da Taemomia integrativa de nove espécies
de nematddeos do génédswaldocruzigarasitos de anfibios e répteis da Amazénia Oriental. Como
objetivos especificos pretendse definir morfologicamente cada espéci®©dwaldocruziaitilizada
no estudo; inferiparanetros de infeccao a partir ddados de prevaléncia, intensidade de infeccéo e
abundéancia média das espécies; obter as sequéncias génicas da regido codifiesmzienal
Citocromo ¢ Oxidase Subunidade | (COI) do DNA mitocondigabas espécies do pretseastudo;
realizar a comparagdo molecular e filogenética das novas sequéncias de COI obtidas com as
sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank para observar as relacfes de parentesco ent
as mesmas; integrar os dadosfwidgicos, morfométricosneristicos e moleculares em redescricdes

de espécies ja definidas e descrever novas espécies.
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MATERIAL EMETODOS

OBTENGAO DE HOSPEDEIROS E AMOSTRAS DE PARASITOS

Utilizamos espécimes d®swaldocruziaprovenientes de diferentes espécies de anfibios e
répteis hospedeiros. Parte do material € oriunda de diferentes coletas realiZzzstasmaolo Para,
no municipio de Melgaco (Floresta Nacional de Caxiuah@7'32.3"S, 51°26'02.5")WTambém
estdo sendattilizados parasitos provenientes elgpécimes d®hinella marina(Linnaeus, 1758)
coletadosem Salvaterra (Praia Grand@°45'52.1"S, 48°30'43.3"\¢ nos arredores do Instituto de
Ciéncias Biologicas, no Campus Basico da Universidade Federal don@amdnicipio deBelém
(1°28'23.6"S 48°27'29.3"W)Todo material coletaddoi armazenado s banco de amostra$o
Laboratorio de Biologia Celular e Helmihta g Pr@f.2 Dit. Reinalda Marisa Lanfredi ( L BCH)
(Fig. 5).

Amazophrynella bokermanni N
Anolis fuscoauratus

Boana geographica
Boana wavrini
Leptodactylus paraensis

Phyllomedusa vaillantii
Osteocephalus oophagus
Rhinella margaritifera
Rhinella marina

Rhinella marina
Rhinella marina

o Flona Caxiuana (1°47'32.3"S, 51°26'02.5"W)

0 250 500 km € UFPA, Belém (1°28'23.6"S, 48°27'29.3"W)
[ € Praia Grande (0°45'52.1"S, )48°30°43.3"W

Figura 51 Localizacdo dos pontos de coldtas hospedeiros utilizados no presente estudestacéo
Cientifica Ferreira Penna na Floresta Nacional de Caxiuana, ¢delga Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Par4, BelénPraia Grande, Salvaterttha do Marajo.
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Os espécimes de anfibios e répteis foram colefamdmisca ativananualmente, anestesiados
através de injecdo de llnde lidocainapesados e necropsiados de acordo egmotocolo e as
normas especificas indicadas para 0 uso de animais em pesquistodispbei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008.

Durant a necropsia todos os orgaos internos foram retiradosegmentos do sistema
digestivo foram isolados e colocados em placas de Petri, individualizadas, contendo solugéo tampao
fosfato salino a p.H 7,4PBS). Posteriormente todos os 6rgdos foram anabsaeim
estereomicroscopio ZEISS para a busca de helmintos. Os parasitos encontrados foram coletados,
separados em placas de Petri, limpos com auxilio de pincéis, lavadadugdio tampdao fosfato
salino(PBS p.H 7,4 e fixados emsolucdo de etanol &% aquecido a 60°C para realizacéo do
estudo morfolégicoAlguns exemplares foram transferidos para Etanol 100% e armazenados em
freezer a20°C para conservacdo do material genético a ser utilizado emidiniolecular. Dados
referentes ao hospedeiro, assmmo namero de helmintos encontrados e a localizacao destes, foram
registrados em uma ficha de necropsia apropriada, criada para o laboratdério.

Todos os hospedeiros utilizados no presente estudo egiésitddosprovisoriamente na
colecdo do Museu de Zagjia da UFPA. Em Breve serdo encaminhados para tombamento definitivo
na Colecado de Herpetologia Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG)

Adicionalmente, pra cumprir os regulamentestabelecidos no artigo 8.5 da verséo de 2012
do Cddigo Internacional de Nwnclatura Zooldgica (ICZIR012), informacfes acerca dasvas
espécieserdosubmetidos ao ZooBanlatravés do cddigo identificador dlife Science ldentifier
(LSID).

MICROSCOPIA DE Luz

Alguns helmintos fixados foram utilizados em andlise direta ao stiépio de luz. Apos a
fixacdo, alguns dos exemplares passaram por uma série etandlica creséenttandl00%. Apos
a desidratacdo, o material foi clarificado em Lactofenoha@nn® para a montagem de laminas
temporérias e posterior analise em micégso de luz. Por fimapds o estudo morfologicoss
espécimes foramarmazenadosm etanol 70%mo banco de amostras d@aboratério de Biologia
Cel ul ar e HPeofa.rDranReinalda Mrisad.anfiedo ( L B Campus UFPA Belém.

Para aanalise mordlogica e a identificacdo dos caracteres taxonOmiad#izamos o
microscopio Olympus BX 41 equipado com camara cleean(ajuste de Zoommp qualrealizanos
a confeccaale desenhos em profundidade dos exemplaseftomicrografias foram realizadas em
microscopio Olympus BX58quipadacom sistema de captura de imagesoftware de analiseell
Sens Standard
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TAXONOMIA

Para a identificacdo dos helmintos utilizas catalogoscomo os d€Campiao et al(2014) a
chaves de identitacdosupragenéricasomo as dé\nderson et al(2009) a chave de identificacdo
para as espécies do géneroBadm Slinane et al(1996)assim como os artigos cientificos com as
descricOes originaisAs estruturas de carater taxonémimram analsadas eas mensurgdes
conduzidas atravésod desenhos feitos em camara claras fotomicrografias obtidaseguindo
caractees estabelecidos p8en Slimane et al. 139 Burseyet al.2007 Burseye Goldberg 2005
Santos et al. 200&uerrero 2012 . Os dade morfolégicos, morfométricos e meristicos utilizados
para o génerestdo indicadoabaixa

1. Comprimento tota{Distanciatotal entre as extremidades anterior e posterior)

Comprimento da vesicula cefélif@istancia do apice até a baseveaicula cefélica)
Numero de cristas longitudinai® nivel do eséfagdNiimero de cristas em corte transversal)
Numero de cristas longitudinais no meio do cofganiiero de cristas em corte transversal)
Largura na metade do corpo
Comprimento do es6fag®istancia da extremdade apical do eséfago até sua base)
Anel nervosdDistancia até a extremidade anterior do es6fago)

Deiridios(Distancia até a extremidade anterior do es6fago)

© © N o g s~ w D

Poro excreto(Distancia até a extremidade anterior do es6fago)

10.Razaoporo excretoreséfago (Divide-se a distancia dporo excretor até a extremidade
anterior pela&comprimento do eséfago)

11. Distribuicao dos raios na bolsa copulad@aservacao da origem e posicao relativa dos raios
6 e 8)

12. Tamanho dos espicul@Somprimento total dosiesmos)

13.Divisdo dogarfo (Célculo da proporcdo da divisdo do garfo em relacdo ao tamanho do
espiculo)

14.Numero de projecdes distais ha lamina espicular

15.Posicao da vulvéDistancia até a extremidade anterior do corpo)

16. Ovojector(Comprimento total do aparellyenital feminino om excecaalos ovarios)

17. EsfincteregComprimento totatlos mesmags

18. InfundibulogComprimento totatios mesmas

19.Vagina vera (comprimento da mesma)

20. Abertura dodnusou Tamanho da Cauda (Mede sua distancia até a extremidade posterior
do corpo)

21.Espinho terrmal (Comprimento total do mesmo)

22.Dimensdesios ovogComprimento e largura dos mesmos)
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Dentre os espécimes deste estumjm)s as identificacdes taxondmickwam depositados
Oswaldocruzia lanfrediagarrat, Melo, Furo, Willkens and Santos, 2@iE8asitosle Leptodactylus
paraensidHeyer, 200om o holétipdMPEG 1910 al6tipoMPEG 192 sete paratipddPEG 193
194 e O. chambriericom osvouchersMPEG NEM 6667 na colecaanvertebralos do Museu
Paraense EmilidGoeldi (MPEG), Belém, ParaTambém foram demitadosvouchersde O.
chambrieri CHIOC 38717(25 machos e 37 fémea$), chabaudiCHIOC 38718(7 machos e 8
fémeas) 0. vitti CHIOC 38719(7 machos e 17 fémeasy Colecdo Helmintoldgica do Instituto
Oswaldo Cruz (CHIOGQ Fiocruz), Rio de Janeiro.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para a observacdo de aspectos da ultraestrutura, destinamos alguns espécimes a analises pc
Microscopia Elatnica de Varredura (MEV). As amostras foram-fisxadas em uma solucdo de
Tetroxido de Osmio a 1%lesidratadas engése etanolica crescentetanol 70 % @tanol 100%até
0 ponto criticado gas carbonico (C£) paradesidratgdo total. Posteriormente, os nematddeos foram
montados enstubsmetalicosde aluminio cobertos com umaamada de 5Ale ouro/paladio e
observadaseem microscépio eletronico Vega 3 (TESCANjjustado a poténcia de 10 kdp
Laboratério de Embriologia e Hadbgia Animal (LHEA) da Universidade Federal Rural da

Amazonia (UFRA), Para, Belém sob coordenacgédo da Dr2. Elane Guerreiro Giese.

ESTUDO MOLECULA R E ANALISE FILOGENETICA

Os helmintos destinad@sanalises por biologia molecular, apds fixados foram transferidos
para etanol absoluto e conservados em fre@P8€. Estas amostresramsubmetidas a extracao d
DNA total utilizando o QIAamp DNA Mini Ki (Cat No.: 51304)QIAGEN ® seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricantdtilizamos aReagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para araplific
aregiao codificante da enzint@itocromoc Oxidase Subunidadedo DNA mitocondrial de acordo
com ametodologa eo coquetel dgrimers propostos polProsseret al. (2013) Observamos 0s
produtos da PCR em eletroforese em gel de agarose e os fragmentos de DNA amplificados com
sucesso foram purificados com o QlAquick PCR Purification Kit (Cat No.: 28104), ENA® de
acordo com os protocolos do fabricantegquenciadosm ciclocomo Bi gDy eE Ter mi né
Cycle Sequencing Kit (Cat No.: 4337455) Appl i ed .Bi osystemsE

Estes procedimentos foram conduzidos no Laboratorio de Biologia e Parasitologia de
MamiferosSilvestres Reservatorios no Instit@swaldo Cruz (LABPMR/IOG/IOCRUZ), Rio de
Janeiro, Bral. O sequenciamento foi conduzido utilizando3@30 DNA Analyzer Applied
Bi osyst eanspitaforma de sequenciamento d&undacdo Oswaldo Cruz

(RPTO1A/PDTIS/FIORUZ). Os segmentos resultantes fonamontados em uma sequéncia contigua
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editada manualmeatpara a correcao de erros e ambiguidades com o proGamesous 9.1.8 suite

(https://lwww.geneious.com

Comparamos as sequias obtidas com 10 sequéncias de @&Dswaldocruzialisponiveis
publicamente no GenBank. Gsruimos uma matriz comparativa incluindo nossas novas sequéncias,
uma sequéncia d®swaldocruziachambrieri parasido de Rhinella margaritifera da Flona de
Caxiuana fumero de acess¢U980934),quatrosequéncia de Oswaldocruziasp. parasa de T.
typhoniusdo México (KC130687, KC130698, KC13070d4 KC130713) cinco sequéncis de
Oswaldocruziasp. parasa de Smiliscabaudinii (Duméril and Bibron, 1841JoMéxico (KC130711,
KC130712, KC130714, KC1307EXKC130716

Considerando a auséncia de sequéncias de COI disponiveis para a Familia Molineidae,
utilizamos também a nova sequéncikaatropyxiahylaeFeitosa Furtadq SantosandMelo, 2015
(MK492922), um nematodeada Familia Molineidae parasito d®steocephalus taurinus
Steindachner, 1862Anura, Hylidae) da Floresta Nacional de Caxiuana, devido a presenca de
caracteres plesiomorficos como a corona radiata para definicho do grupo exteanos par
enraizamentosas amlises filogenéticas.

Alinhamos as sequéncias do banco de dados utilizando os parametros padrdo do programa
MUSCLE (Edgar 20040 software MEGAX. As sequénciaslinhadas foram trimadas nas
extremidades com problemas alemhamentano pacoteMesquite Maddisone Maddison 2018)A
traducdo de aminoéacidos foi usada para confirmar as posi¢cdes do quadro de leitura e encontrar codon:s
de parada inesperadd®ara comparacdes de nucleotideos pareados, o nivel de divergéndta genét
foi calculado (distancias p) asdo o softwarelEGA X (Kumaret al. 2018)

Realizamos uma reconstrucgéo filogenética utilizando a Méxima Verossimilhanca (ML) como
critérios deotimizagdono programa PhyML 3.0 (Guindaet al. 2010). Modelo evolucionario de
nucleotideos mais adequado foi esmhpelo critério de informacdo AkaikéKaike Information
Criterion - AIC) com o programa JModelTest (Pos&f®8). Determinamos o suporte de nés por
teste de razdo de verossimilhancao&pnada para ramificacées, o suporte -pacamétrico de
ramificacdofoi baseado ensShimodairaHasegawdike (aLRT SHlike) (Anisimova e Gascuel
2006); e por porcentagens nao parametricdsodéstrap(ML-BP) apds 1000 pseudoreplicagdes.

Conduzimos outranalise filogenética por Inferéncia Bayesiana (BI) utilizando o MeBay
3.2.6 (Ronquiset al.2012) Para levar em conta os diferentes processos evolutivos em cada uma das
trés posi¢cdes dos codons, analises de Bl foram realizadas com modelos distpaeg;gorde codon
escolhidos pelo Critério de Informacdo BayesiaBayésian Information Criterion BIC) no
programa PAUP* versao 4.0al4(Swofford 2002). Realizamos amostragens por Cadeias
MarkovianasMonte Carlo (MCMC)paral10,000,000 gacdes enguatro cadeias simultaneam

duas execucde® suporte dos nos foi detemaido por probabilidades Bayesiaagmsteriori(BPP)
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calculadas a partir de amostras de arvores a cada 100 geracdes, apos a remoc¢ao de uma fracao c
"burn-in" de 25%.A robustez denossa amostragem foi avaliada usando o software Tracer v1.7.1
(Rambautetal. 2018)para calcular os Tamanhos Efetivos da Amogifte¢tive Sample SizeESS)

dos parametro%/alores acima de 100 de amostras efetivamente independentes foram considerados
suficientemente amostrados. Ambas as arvores ML e Bl foram visualizaths@as usando o
FigTreev. 14.1 (Rambauf018).
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RESULTADOS

Obtivemos um totatle 393 espécimes d@swaldocruzieem 126 hospedeiros analisados de
oito espécies de anfibios e uma espécie de .régtié espécies aematddeosoram identificadas,
Oswaldocruziabelenensiem R. margaritiferae R. marina O. chambrieriem R. margaritifera e
Amazophrynella bokermanfizecksohn, 1994swaldocruzia chabaudden Slimane and Durette
Desset, 199@émBoana geographic&Spix, 1824) Boana wavrin (Parker, 198); O. lanfrediaeem
L. paraenss; Oswaldocruziavitti Bursey and Goldberg, 20@m Anolis fusaauratusD ®rbigny,
1837 Oswaldocruziap. novl emPhyllomedusa vaillantBoulenger, 18820swaldocruziap. nov.

2 emOsteocephalusophaguslungfer and Scesari, 1995(Tabela 1)

Tabela 17 Espécies hospedeiras, nimero de espécimes coletas pelo niamero de individuos
parasitados, numero de parasitos encontrados e localidade dos nemd&dnsaldocruzia
parasitos intestinais de anfibios e répteis da Amaz0riental, utilizados no presergstudo.

Espécie hospedeira  Coletados/ Ne° de Nematbddeo Localidade

parasitados parasitos

encontrados

A. bokermanni 9/8 28 Oswaldocruziechambrieri  Flona Caxiuana
B. geographica 18/7 22 Oswaldocruziachabaudi Flona Caxuana
B. wavrini 3/3 11 Oswaldocruzia chabaudi  Flona Caxiuana
L. paraensis 9/6 31 Oswaldocruzidanfrediae = Flona Caxiuana
A.fuscuauratus 17/14 54 Oswaldocruziavitti Flona Caxiuana
P. vaillantii 18/16 35 Oswaldocruziasp. nov. 1 Flona Caxiuana
O. oophagus 8/7 23 Oswaldocruziasp. nov. 2 Flona Caxiuana
R. margaritifera 26/15 64 Oswaldocruzia chambrieri Flona Caxiuana
R. margaritifera 26/7 18 Oswaldocruzia belenensis Flona Caxiuana
R. marina 5/5 42 Oswaldocruzigelenensis UFPA
R. marina 10/9 53 Oswaldocruziabelenensis  Flona Caxiuana
R. marina 3/1 12 Oswaldocruzidbelenensis Praia Grande

Os nematédeastestinaisencontrados nos hospedeisapii citadogpodem seclassificados
na Subordem Strongylidpela presenca da bolsa copuladora nos macimog, estrutura cuticular
sustentada por raios musculares. Superfamilia Trichostrongyloidea, pela presenca das cristas
longitudinais compondo o sinlofe e a vesicula cefakeanilia Molineidae pela auséncia deel
bucal, sinlofe sem padrédo de angulacém cristaslongitudinaisperpendiculares a parede do corpo
e distribuicdo dos raios musculares da bolsa copuladora seguindo o paddedmaleandase em
(Vicente et al. 1991)
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Em relacdo aasdemaiscaracteristicas morfoldégicas observadhestacansea divisdo da
vesicula cefalicem umaporcdo anterior mais dilatadauena inferior mais estreitaom finas
estriacfes transversais, cristas longitudinais percorrendo paralelammastesoutras pela extensao
do corpo do nemétleo. FEmeas com vulva situada na metade posterior do corpo e com o aparelho
genital didelfo (com dois @rios) e anfidelfo (cada ovario voltado para uma extremidade do corpo)
e cauda terminando com um espirduicular. Nos machogbservase a auséncia de gubernaculo,
espculos robustos e complexos, envoltos por uma membrana Hidlicente et al. 1991; Anderson
et al. 2009) Essescaracteresnos permitiram classificar os nematodeteste estudmo género
Oswaldocruzia

Dentreos nematddeos parasitoasthove espécies de anurdmspedeiroslo presente
estudo,identificamossete espécies d®swaldocruzia Destas, duasepresentammovas espécies
morfologicamente distintas cinco sdo espécies ja descritas, porém representando novos registros
geograficoe/au de novos hospedeirpara as mesmas.

O sequenciamento molecular resultousatesequéncias da regiao codificadora de COI
do DNA mitocondrialquatro segéncias d®©. belenensiparasitos d&®. marina(nimeros de acesso
MK492916 e MK492917) &®. margaritfera (hUmeros de acesso MK492915 e MiR918),duas
sequéncias d@. chabaudideB. wavrini(nUmero de aces3dK492919 e B. geographicgnumero
de acesso MK492920)ma segéncia deD. chambrierparasito dé\. bokermannfnimero de acesso
MK492921). Paia Oswaldocruziaparasitos deA. fuscuauratusL. paraensis O. oophaguse P.
vaillantii ainda néo foi possivel obter sequéncias de DfdAto os resultados da PCR quanto as
observacdes em eletroforese em gel de agarose tiveram resultados negativos.

As descicbesmorfoldgicasdos espécingedeste estudoom as respectivas informacdes
acerca dos hospedeirastios de infeccace localidadessao apresentadas a segagsim como 0S
respectivos identificadores dasquéncias molecularedbtidas dos depositos ernolecdes e de

registro naZoobank
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OswaldocruziachambrieriBen Slimaneand Durette-Desset, 199

Hospedeiro: Rhinella margaritiferae Amazophrynella bokermanni

Sitio de Infecg&o:Intestino delgado

Localidade: Floresta Nacional de Caxiuana (1°47'32.38,26'02.5"W)

Numero de acessmmo GenBank KU980934 (R. margaritiferg e MK492921 (A.
bokermanni

Vouchers MPEG NEM 66, MPEG NEM 67CHIOC 38713 e CHIOC 38717KR.
margaritifera) MPEG 00224, MPEG 0022%\. bokermanni

Descricao geral:Helmintos delgados filiformes. Extremidade anterior com dilatacao
cuticular vesiculosa bem desenvolvida, dividida em uma parte anterior mais larga e outra posterior
mais estreitgFigs. 6A; 7A; 8A). Esofago claviforme com anel nervoso situado no tergo anterior
(Figs.6A; 7A). Poro excretor proximo do nivel dos deiridios (F&fs. 7A; 8D, E). Boca guarnecida
comtréslabios indistintos, dois pares papilas cefalicas e um par de anfidio8EiGuticula com
fina estriacao transversal e cristas longitudinais bem des@m®(kigs.6B, C; 7B, C; 8C). Fémeas
com vulva na metade posterior do cqrpmjector bem desewlvido, aparelho genital anfidelfoom
Utercs repletos devos em estagio de moruyleigs. 6D; 8F) e extremidade posteriderminandoem
um espinho cuticulaimples(Figs. 6E; 8G, H). Machos com blsa copuladora trilobulada e simétrica
deTipo lll, com raio 8 soprepondse aaaio 6por quase toda sua extensao, exceto na porcao distal,
sem contato com a extremidade da membrana Wiigal’D, E; 9A, B). Um pa de papilas bursais
presente entre os raios 3 €Fg. 9A). Cone genital bem desenvolvido, abrigando a papila zero na
porcao anterior e ftmjueado pelos raios 7 reduzid@sg. 9B). Lobo dorsal dividido em raio 9
(anterior) e 10 (posterior) (Fi§C). Esiculos iguais, envoltos por membrana hialina e divididos em
Afgarfoo; fAcal (FAgd &jGlaodo e Al ©mi nao

Fémeas (baseado em 9 espécin@nprimento totali 11 (8) mm largura na metade
do corpol47 187 (169).Comprimento da vesicula cefali6di 72 (65. Comprimento do esdfago
4401504 (479) Anel nervoso, poro excretor e deiridiod%2 184 (160), 256 344 (291) e 277371
(312), respectivamente da extremidade anterRR@zdo entre a distancia ¢mro excretore o
comprimento do es6fag,51i 0,76 (0,62). Cuticula com aproximadamente 21 cristas em sec¢ao
transversaho nivel do esé6fago, 33 na metade do corpo e aletas laterais ausentes (observado em 3
espécimes)(Fig. 6B, C). Vulva posequatorial a5i8,2 (5,77 mm da extremidade anterior.
Comprimento da vaga vera 13993 (109) Ovojector divido em vestibul@27 389 (379)
esfincteres anteridt1i 53 (41) e posterior 246 (35)e infundibulos anteridd4i 53 (40) eposterior
34i 53 (43) Ovos em morul@8i 44 (42) x 6774 (71) Cauda cbnicd05 138 (121terminanad em
um espinho cuticulat2i 24 (15)

Machos (baseado em 9 espécint@sinprimento totadli 6 (5) mm,largura na metade do
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corpo80i 147 (122).Comprimento da vesicula cefali6ai 83 (60). Comprimento do es6fago 396
445 (430). Anel nervoso, poro excretor @ideos a 140181 (161), 230312 (287) e 261336 (305),
respectivamente da extremidade antefR@&zao entre a distancia doro excretoe o comprimento
do esdfagd,57 0,79 (067). Cuticula com aproximadamente 27 cristas em secc@vdraal no
nivel doesobfago, 41 na metade do corpo e aletas laterais ausentes (obser@akpéaimesiFig.
7B, C). Espiculos direito e esquedo 1793 (181) e 171192 (181)respectivamente. Lamina com
cinco a sete processos distais e garfo com bifurcagdo no terco gosterrespondendo a
aproximadamente 23% do comprimento total do esp{€idp 7F).

DestaguesEm comparacdo com as espécies neotroptoabolsa copuladar doTipo
lll, os nematddeos parasitos @ margaritiferando apresentam aletdaterais diferindo de
OswaldocruziaanolisiBarus and Coy Oterd968;0OswaldocruzigbrevispiculaMoravec an&aiser,
1995 Oswaldocruziajeanbarti Ben Slimane,DuretteDessetand Chabaud, 1998 Oswaldocruzia
subauricularis(Rudolphi, 1819) Travassos, 190/ambémapresatam variacdo numéricade 5 a 7
processos distaisataminaespiculaydiferindode OswaldocruziaalbaretiBen Slimane anBurette
Desset, 1996(4 processos)OswaldocruziacassoneiBen Slimane anduretteDesset, 1996
(espatulado),Oswaldocruziataranchom Ben Slimane anduretteDesset, 199 (espatulado) e
OswaldocruziatcheprakovaeBen Slimane anduretteDesset, 199bifurcado) Em comparacao
com as duas espécies restantdderem deO. chabaudiem relacdo ao comprimento total dos
espiculos (181 um A75 um)e a razdoporo excretalesdfago (0,67 x 0,79Aproximando-se
morfologicamentede O. chanbrieri, originalmentedescrito parasitando ddr. margaritiferano
Equador,com a mesmavariacao intraespecificao nimero deprocessos bifurcacdo do garfo

ocupando 27 a 30% do tamanho do espi¢BEn Slimanes DuretteDesset 1993)
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Figura 6 - Microscopia de Luale O. chambrierifémea parasito dB. margaritiferada Flona de
Caxiuan&A. Viséo ventrd daregido anterio(Barra = ® um); B. Corte transversal na altura do
es6fagqBarra = ® um); C Corte transversal na metade do coffparra = 9 pm); D. Viséo lateral
daabertura daulva e doaparelhoovojector(barra = ® um); E Visao lateral da regido posterior,
com a abertura danus e o espinho caud8larra = D0 um).
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Figura 7 - Microscopia de Luzle O. chambrierimacho parasito dB. margaritiferada Flona de
Caxiuan&:A. Viséo ventrd daregido anterio(Barra = B um); B. Corte transversal na altura do
es6faggBarra = ® um); C Corte transversal na metade do cqffparra = © um); D. Visdo ventral
da bolsa copuladoi®arra = 5 um); E Visao lateral da botscopuladoréBarra = ® um), F. Visao
ventralateral do espiculdireito, demonstrando a divisdo dos trés ramos princ{Baiga = 9 um);

G. Visao dorsal dos espiculdgeito eesquerddBarra=4  §. m
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Figura 8 - Microscopia Eletrdnica de VarredutaO. chambrierifémea parasito d& margaritifera

da Flona de Caxiuan®. Detalhes daegido anterio(Barra = ® um); B. Visao apical da regiao
cefalica, destacando a abertura bucal com um deofégco, papilas cefélicas (setas) e anfidios
(asteriscos]Barra = 5um); C. Detalhes das cristas longitudinais na superficie cuti¢Bemra = D
pum); D. Detalhes do deiridi@Barra = 5um); E. Poro excreto(Barra = ® um); F. Visédo ventral da
abertua da vulvgBarra = ® um), G. Viséo ventrelateral da extremidade poster{@arra=2 € m)
H. Extremidade da caud@m o espinho cuticular, destacanoo fasmidio (setaBarra=5¢& m) .

37




Figura 9 - Microscopia Eletronica de VarreduteO. chambrierimacho parasito de margaritifera

da Flona de Caxiuan&. Visao lateral da bolsa comdora, destacando papilas bursais (setas) e o
lobo dorsal (dlYBarra = ® um); B. Visdo ventral da bolsa copuladora, destacando o cone genital
com a papila zex(pz), os raios 7 reduzidos (r7) e papilas genitais (S@asla= 20 um); C Detalhes

do lolo dorsal, cona divisédo @s raios 9 (r9) e 10 (r1QBarra = 5um).

OswaldocruziechabaudiBen Slimaneand Durette-Desset, 1996

Hospedeiros:Boana gegraphicae Boana wavrini

Sitio de Infeccao:Intestino delgado

Localidade: Floresta Nacional de Caxiuar47'32.3"S, 51°26'02.5"W)

Numeros de acessono GenBank MK492919 (B. wavrini) e MK492920 (B.
geographica

Vouchers CHIOC 38718gmachos) e€HIOC 38718K(fémeas)

Descricao geral:Helmintos delgados e filiformes. Extremidade anterior com dilatacéo
cuticula vesiculosa bem desenvolvida, dividida em uma parte anterior mais larga e outra posterior
mais estreita (FigLlOA). Esbfago claviforme com anel nervoso situado no terco ant&imriOA,
12A). Poro excretoacimado nivel dos deiridios (Fig.0A, 13C). Boca guarnecida comnéslabios
indistintos, dois pares papilas cefélicas e um par de anfigigs12B, 13B). Cuticula com fina
estriacdo transversal e cristas longitudinais bem desenvotviglasas laterais ausen{&sgs. 10B,

C). Fémeas com vulva maetade posterior do corpo, ovojector bem desenvqlaparelho genital
anfidelfo com uteros repletos de ovei estagio de morula (FigOD) e extremidade posterior
terminando em um espinho cuticular simgleg. 10E). Machos com blsa copuladora trilaldada e
simétrica deTipo Ill, com raio 8 soprepondse ao raio 6 por quase toda sua extensdo, exceto na
porcé distal, sem contato com a extremidade da membrana (il 1A, B, 12D, 13E). Um par

de papilas bursais presente entre os raios 3 e 41gEY. Cone genital bem desenvolvido, abrigando

a papila zero na porcao anterior e flagueado pelos raios 7 reduziddsl(Fid.obo dorsal dividido
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em raio 9 (anterior) e 10 (posterior) (FIdLE). Espiculos iguais, envoltos por membrana hialina e
divididosen figar foo; fAcal - aldeR12EB.0 e Al ©mi nao ( Fi g.

Fémeas(baseado em 10 espécim€gmprimento totaBi 11 (10) mmJargura na metade
do corpoll2 160 (129).Comprimento da vesicula cefélid& 61 (50). Comprimento do eséfago
397479 (426). Anel nevoso, poro excretor e deiridios a 1835 (225), 261355 (313) e 334380
(351), respectivamente da extremidade anteR@z&o entre a distancia gmro excretore o
comprimento do eséfady7i 0,86 (0,82). Cuticula comi5i 57 cristas em secc@i@nsversaho nivel
do esbdfagp59i 64 na metade do corpo e aletas laterais ausentes (observadspétimes)Vulva
pés-equatoriak 6,11 8,5(7,2 mmda extremidadanterior.Comprimento daaginavera27i 33 (31).
Ovojector divicb emvesibulo 2801 411 (322) esfincteres anterior24i 36 (28)posterior 2135 (28)e
infundibulos anterior 3174 (50) e posteridd8i 82 (54).0vos emmorula 43 65 (51) x 2936 (32).
Cauda cbnica 74.83 (104) terminando em um espo cuticular 1012 (10).

Machos (baseado efrD espécimesfompgimento totaldi 6 (5) mm,largura na metade
do corp 911 146 (110) Comprimento da vesicula cefaliséi 57 (54). Comprimento do eséfago 339
422 (368). Anel nervoso, poro excretor e deiridios d 198 (156)2101 291 (246) e 3280 (345),
respectivamente daxtremidade anterioRazao entre a distancia doro excretoe o comprimento
do esofag®.67 0,79 (069). Cuticula com 3439 cristas em seccaoansversaho nivel do eséfago
40i 46 na metade do corpo e aletas laterais ausentes (observ@despatimes Espiculos direito e
esquedo 151170 (157) e 153172 (19B) respectivamente. Lamina com cinco processos distais e
garfo com bifurcacdo no terco posterior a 3k3 (45) correspondendo a aproximadamente 25% do
comprimento total do espiculo.

Destaques: Em conparacdo com as espécies neotropicais que apresentam bolsa
copuladora dd@ipo lll, os nematddeos parasitosBlegegraphicae B. wavrinidiferem deO. anolisj
O. brevispicula O. jeanbartie O. subauricularispela auséncia de aleti&derais Em relacdo a
demais espécies, diferem principalmente quanto a morfologia espicular, apresentando a lamina
dividida em 5 processos em sua parte distal, diferenteme@tealleareti(4 processos)). cassonei
(espatulado)Q. taranchoni(espatulado) €. tcheprakovae(bifurcado). Dentre as duas espécies
restantesQ. chabaudfoi originalmentedescrito com Jrocessos distais na lamin®echambrieri
com uma variagdo intraespecifica da 3 processofPorém, os parasitos @ gearaphicae B.
wavrini do presente astio diferem d€. chambrierj em relagdo ao comprimento total dos espiculos
(160 pm x 190 um), a razdo entre a distancigaoim excretoe o comprimento do esbdfago (0,69 x

0,62) aproximandese morfologicamente d@. chabaudi
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Figura 10 - Microscopia dd_uz de O. chadaudifémea parasito dB. geographica B. wavrinida
Flona de Caxiuand@. Visao vental daregido anterigrcom a vesicula cefalica, o es6fago, o anel
nervoso, o poro excretor e deiridi(®arra = 50 um); B Corte transversal na altura ésbfago
(Barra = D pm); C Corte transversal na metade do co(Barra = © um); D. Visdo lateral da
abertura daulva edo ovojector{Barra = D0 um); E Viséo lateral da regido postericgmo anus

e 0 espinho caudé@Barra = ® um).
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Figura 11 - Microscopia de Lude O. chabaudimacho parasito dB. geographica B. wavrinida
Flona de Caxiuan. Viséo ventral da bolsa copuladoramamstrandm padrao de distribuicdo dos
raiosbursais(Barra = D0 um); B Visao lateral da bolsa copuladdBarra= 60 um); C Detalhes
do cone genitalBarra = D um); D. Detalhes do lobo dorséBarra = ® um); E Viséo ventral dos
espiculosdireito e esquerddBarra = 49 um); E Visado ventrelateral do espiculddireito,
demonstrando a divisdo dos trés ramos praisifBarra = 49 um).
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Figura 12 - Microscopia de Luzle O. chabaudimacho e fémea parasito 8e geographicee B.
wavrini da Flona de Caxiuana: A. Regido antedo corpgBarra = D0em); B. Detalhes deesicula
cefalica(Barra = 4 em); C. Regido posterior da fémeadicandca abertura do o anus (a) espinho
cuticular terminal (setgBarra = © em); D. Visao ventral da bolsa copuladora do macho, indicando
papilas bursais (setéBarra = 9 em); E. Visédo lateral dos espiculos dentro do corpo do m@&zroa
=40em).




Figura 13 - Microscopia Eletronica de Varreduda O. chabaudfémea parasito dB. geographica
e B. wavrinida Flona de Caxiuan&:. Detalhes daegido anterio(Barra = 2 um); B. Visao apical
da regido cefalica, destacando a abertura bucal com um dente esofagico, papilas cefalicas (setas) ¢
anfidios (asteriscogBarra = 5um); C. Detalhes das cristas longitudinais na superficie cutieuar
poro excretor (pefBarra =20 um); D. Vis&o ventrdateral da extremidade postetiandicando o
espinho cuticular e um fasmidjasteriscoBarra=% ¢ B )Viséo lateral da bolsa copuladora do
macho(Barra=®¢ m) .




OswaldocruzidanfrediaeLarrat , Melo, Furo, Wil Ikensand Santos 2018
Hospedeiro: Leptodactylus paraensis
Sitio de Infecg&o:Intestino delgado
Localidade: Floresta Nacional de Caxiua(&47'32.3"S, 51°26'02.5"W)
Material tipo: Holotipo MPEG 191 alétipoMPEG 192e paratipoMPEG 193194
Descricaogeral: Helmintos delgados e filiformes. Extremidade anterior com dilatacéo
cuticular vesiculosa bem desenvolvida, dividida em uma partaamedis larga e outra posterior
mais estreita (Figl4B). Es6fago claviforme com anel nervoso situado no tergrian{Figs.14A,
16A). Poro excretor acima do nivel dos deiridios (RigD). Boca guarnecida com trés labios
indistintos,um dorsal abrigasio um par de papilas e dois labios ventrolaterais abrigando uma papila
e um anfidio cada (Figl7B). Cuticula comiha estriacdo transversal e cristas longitudinais bem
desenvolvidag aletas lateraigresentes (Fig4.6B, C, 17A), iniciando logo apds a sécula cefalica
e terminando acima do nivel do ankémeas com vulva na metade posterior do c@Fys. 14E,
16D, 17 D), ovojector bem desenvolvido, aparelho genital anfidelfo com Uteros repletos de ovos em
estagio de morula e extremidade posterior teamilo em um espinho cuticular simples $FiglF,
16E, 17E). Machos com blsa copuladora trilobulada e simétramTipo Il, com raio 8 soprepondo
se ao raio 6 apenas na porcdo mediana, sem contato com a extremidade da membréfigdursal
15A, 16G, H,18A, B). Um par de papilas bursais presente entre os raios 3 es4188g16G, 18A).
Cone genital bem desenvawe, abrigando a papila zero na porgéo anterior e flagueado pelos raios 7
reduzidos (Fig18B). Lobo dorsal dividido em raio 9 (anterior) e (@bsterior) (Fig.15C, 18B).
Esp2culos iguai s, envoltos por membrana hial.
(Fig. 15E, B.
Fémeas (baseado em 10 espécinmsjhprimento totabi 10 (8) mm,largura na metade do
corpol113 170 (135).Comprimend da vesicula cefalidd0i 82 (68). Comprimento do eséfag@3
504 (455)e largura d&8i 112 (99)no nivel do bulbo. Anel nervoso, poro excretor e deiridibd%h
250 (214), 277371 (312) e 30411 (351) respectivamente da extremidade anteRazao entra
distancia dgoro excretoe o comprimento do esoéfa@@5i 0,74 (068). Cuticula con?2i 25 cristas
em seccadransversaho nivel do es6fagd38i 42 na metade do corpo e aletas laterais ausentes
(obsevado em dois espécimes). Vulva figiatorial &,11 3,3 (25) mm da extremidade anterior.
Comprimento da vagina veldi 43 (28) Ovojector divido em vestibu®08 320 (251) esfincteres
anterior26i 53 (38)posterior32i 43 (38)e infundibulos anteria80i 68 (48)e posterio39i 60 (49)
Uteros didelfos e anfelfos, repleto de ovos. Ovos em moa41 (38) x 5566 (60) Cauda conica
126'172 (147)terminando em um espinho cuticu@irl3 (11)
Machos (baseado em 9 espécinésinprimento tota#l,9 5,7 (53) mm, largura na metade
do corpd®9i 109 (106) Comprimend da vesicula cefalidzdi 74 (70) Comprimento do es6fa@®6
44



416 (404)e largura de&2i 59 (49)no nivel do bulbo. Anel nervoso, poro excretor e deiridib87&

286 (207), 216344 (308) e 312 (29825, respectivamente da extremidade anteRazao entra
distancia do porexcretor e o comprimento do es6fa@b5i 0,82 (071). Cuticula con22 25 cristas

em seccadransversaho nivel do es6fagd39i 42 na metade do corpo e aletas laterais ausentes
(obervado em dois espécimes). Espiculos direito e esqlgdid73 (162)e 1521168 (160)
respectivamente. LAmina cobha 3processos distais e garfo com bifurcagcdo no terco posterior
correspondendo a aproximadamente 25% do comprimento total do espiculo.

Destaques: O. lanfrediaeparasito dd.. paraensisestao entras 2 espécies com bolsa
copuladora do Tipo Il na regiddeotropical. Dentre estas espécie®@swaldocruziabarusi Ben
Slimane anduretteDesset, 19950swaldocruziadorsarmataBen Slimane DuretteDessetand
Chabaud,1995 Oswaldocruziamarechal Ben Slimane DuretteDessetand Chabaud,1995
OswaldocruzianauleoniBen SlimangDuretteDesseaand Chabaud,995 Oswaldocruziamoraveci
Ben Slimane an®uretteDesset, 199% OswaldocruzianicaraguensidBursey, Goldberg, and Vitt,
2006apresentam espicl@ancteristicos do grupdeotropical Caribenha@om todos os trés ramos
subdivididos em varios processos pequeediderindo bastante d®. lanfrediae.Das espécies com
espiclos caracteristicos do grupdeotropical ContinentalO. belenensisOswaldocruzialescurei
Ben Slimane and DuretfBesset, 19960swaldocruziamazzaiTravassos1935e Oswaldocruzia
proencaiBen Slimane an®uretteDesset, 199%liferem deO. lanfrediaepela auséncia daletas
laterais.Em relacdo a morfologia do espiculd. lanfrediaeapresenta de 2 a 3 processos distais na
lamina, diferentemente d®swaldocruziabenslimaneiDuretteDesset, Alves dos Anjos, and
Vrcibradic, 2006 (espatuladq) Oswaldocruziaburseyi DuretteDesset, Alves dos Anjos, and
Vrcibradic, 200651 6 processos)OswddocruziadlouhyiBen Slimane and Duretieesset, 199%9
processos) Oswaldocruzia fredi DuretteDesset, Alves dos Anjos and Vrcibradic, 200®
processos)Oswaldocruziananuensi€suerrero, 201851 7 processosOswaldocruzigpanamaensis
Bursey, Goldbergnd Telford, 200{inUmeros processgdpswaldocruzigperuensisBen Slimane,
Verhaagh and Dureti®esset, 1995(trés processos subdivididos em processos menores)
OswaldocruziavaucheriBen Slimane and Duretfeesset, 19935 processosg Oswaldocruzia
venezuelensi8en Slimane, Guerrero, and DureResset, 19966 processos)Por fim, diferem de
OswaldocruziacostaricensiBBursey andsoldberg, 200% OswaldocruziaouzetiBen Slimane and
DuretteDesset, 1998m relacdo axtensao daaletadaterais,queestéo restritas a regido anterior de
ambas as espécjasiciando apos a vesicula cefélica e terminando proximo ao nivel da juncao
esoOfageintestinal,enquanto en®. lanfrediaea aleta se estende préximo ao nivel do 8Assim, 0s
nematddeos parasitosldeparaensisepresentam uma espénierfologicamente ditinta dos demais

congénerese seencontradescrita em publicacéo cientifica (an&jo

45



’

i
!

é.
!
i
(15
B
t

Figura 14 - Microscopia de Luz d@. lanfrediaefémea parasito deeptodactylus paraensia Flona

de Caxiana: A Regido anterig destacando o es6fa@g@arra = D0 em); B. Detalhes da vesicular
cefalica(Barra = D em); C. Detalhes do anel nervoso indicado na §Btara = D em); D. Posicdo

do poro excretor (pe) e do deiridio (Barra = D em); E Detalhesdo sistema reprodutéeminino

com a vulva indicada na séarra = D0em); F. Regido posterior evidenciando o anus, a cauda e o

espinho cuticular terminal indicado na s@arra = ® em).




Figura 15 - Microscopia de Luz d@. lanfrediaemacho parasitdelL eptodactylus paraensi& Flona

de Caxiuana: ARegido posterior, destacando a bolsa copuladoraemvisdoyBatral=5 0 € m) ;

B. Detalhes da distribuicdo dos raios e posicao das papilas (idsas =49 ¢ m Detalh€s dos

raios 9 e 10 no lbo dorsal da bolsa copuladdiarra =2 ¢ m.)Visdo Deral dos espiculos no
interior do corpoBarra=49 e m)Det Bl hes da estrutura espicul
fcal -adeirao ([Bap=€ amll O©mi nao (1)




Figura 16 - Microscopiade LuzdeO. lanfrediaemacho e fémea parasitosldsptodactylus paraensis
da Flona de CaxiuanA. Visao lateral da regido anterior, indicando o eséfago, o anel nervoso, o poro
excretor e deiridio@Barra = D0 um); B Corte transversal na altura do egfaf@Barra = ® um); C
Corte transversal na metade do cofBarra = ® um); D. Viséo lateral da vulva da fémea e do
ovojector(Barra = B0 um); E Visao lateral da regido posterior da fémea, destacando o énus e o
espinho caudgBarra = D0 um); F Regidoposterior do macho, destacando os espidilasa =
100 um); G Visao lderal da bolsa copuladofBarra = ® pm); H Viséo lateral da bolsa copuladora
(Barra = ® pm).
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Figura 17 7 Imagens capturadas em Microscopia Eletronica de Varreduta ldafrediaefémea
parasito deleptodactylus paraensida Flona de Caxiuana:./ARegido anterior, evidenciando a
presenca das aletas latef@arra=% ¢ m Petalh&s da regido cefélica, destacando a posi¢éo das
papilas (setas) e anfidios (Barra = 8 m) .;Det&hes do deiridi(Barra =5¢ m) ;Detélhes da
abertura da vulvdBarra = ® ¢ m)Visédo Beral da regido posterior do corpo, evidemnaa
abetura do anus e o espinho caudal (s@ayra=2 ¢ m) .




Figura 181 Imagens capturadas em Microscopia Eletronica de Varreduta ldefrediaemacho
parasito dd_eptodactylus paraensida Flona de Caxiuana:.Yisdo lateral da regido posterido

corpo, demonstrando o arranjo dos raios e a presenca de papilas (*) na bolsa cofddadorad

e m) .;Visd® ventrolateral da regido posterior, evidenciando o lobo dorsal da bolsa copuladora e 0
cone genita(Barra=20 & m) .

Oswaldocruzigbeleneng Santos Giese Maldonado and Lanfredi, 2008

Hospedeiro: Rhinella marinae Rhinella margaritifera

Sitio de Infeccao:Intestino delgado

Localidade: Floresta Nacional de Caxiuana (1°47'32.3"S, 51°26'02.5Pfdia Grande
(0°45'52.1"S, 48°30'43.3"W Instituto de Ciéncias Biologicas, UFPA, Belém (1°28'23.6"S
48°27'29.3"W).

Numeros de acessno GenBank: MK492916 e MK492917K. maring e MK492915 e
MK492918 R. margaritiferg

Vouchers MPEG 00226, MPEG 0022({R. magaritifera - Flona Caxiuan@)MPEG
00228, MPEG 0029 (R. marina- Praia Grande

Descricdo geral:Helmintos delgados e filiformes. Extremidade anterior com dilatagcéo
cuticular vesiculosa bem desenvolvida, dividida em uma parte anterior mai® latgra psterior
mais estreita (Figl9B). Es6fago claviforme com anel nervoso situado no tergo anterior {OAys.
Poro excretor acima do nivel dos deiridios. Boca guarnecida com trés labios indistintos, dois pares de
papilas e um par de anfidios. tf@wla comfina estriacdo transversal e cristas longitudinais bem
desenvolvidas e aletas laterais ausentes1B@). FEmeas com abertura da vulva na metade posterior
do corpo, ovojector bem desenvolvido, aparelho genital anfidelfo com Gteros replewssdam

esfigio de moérula (Figl9D). Extremidade posterior conica terminando em um espinho cuticular
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simples (Fig.19E). Machos com disa copuladora trilobulada e simétrica™po Il, com raio 8
soprepondese ao raio 6 apenas na por¢gdo mediana, semtc@ua a extremidade da membrana
bursale papilas bursais ausentestre os raios 3 e @&ig. 20A). Cone genital bem desenvolvido
bobo dorsal dividido em ras® (anterior) e 10gosterior).Espiculos iguais, envoltos por membrana
hialina e divididosenmi g ar f 0 0 ; Acal - ad6B).rao e Al ©mi nao ( Fi

Fémeas (baseado em 10 espécir@ashprimento totab,3i 11,1 (8,8) mm,largura na metade
do corpol03i 160 (128). Comprimento daesicula cefalicd4i 107 (82). Comprimento do eséfago
4661 546 (525. Anel nervoso, pro excretor e deiridios 202 288 (224), 3211 453(392) e 355 500
(419, respectivamente da extremidade anterR@z&o entre a distancia gumro excretore o
comprimento do es6fagp65i 0,74 (068). Cuticula con27i 35cristas em seccdmnsversaho nive
do es6fago39i 45 na metade do corpo e aletas laterais ausentes (observadespétimes). Vulva
posequatorial &,1i 7,8 (6,1) mm da extremidade anter. Comprimento da vagina ve2ai 40 (28).
Ovojector divido em vestibul®O0' 418(342), esfincteresraterior34i 51 (37) posterior32i 49 (35) e
infundibulos anterio80i 38 (35) e posterioR7i 39 (35). Uteros didelfos e anfidelfos, repleto de ovos.
Ovos em morul®4i 45 (37) x 64i 73 (68). Cauda cbnica31i 182 (175) terminando em um espinho
cuticular7i 10 (9).

Machos (baseado efr?2 espécimesomprimento totab,1i 7,5 (5,7) mm, largura na metade
docorpo87i 119 (102). Comprimento da vesicula cefaliéd 93 (77). Comprimento do esofa@89i
503(442) e largura deél2i 59 (49)no nivel do bulbo. Anel nervoso, poegcretor e deiridios &80i
251 (210), 246i 390 (320) e B0 (2991 428), respectivamente da eztnidade anteriolRazao entre a
distancia do poro excretor e 0 comprimento do es@dd® 0,82 (071). Cuticula con80i 37 cristas
em seccadransversaho nivel doesbéfago,39 45 na metade do corpo e aletas laterais ausentes
(observado em3 espécimes). Espiculos direito e esquelddi 178 (161) e 152181 (162)
respectivamentdextrenmidade dadminacom4 processos distgislos quais dois séo bifurcad®sg.
20C) e carfo com bifurcacdo no terco posterior correspondendo a aproximadandsatela?
comprimento total do espiculo.

DestaguesDentre as 22 espécies com bolsa copuladora do Tipo Il da MNegpdimpical
os parasitos d&®. marinadiferem deO. barusj O. dorsarmata, O. marechali O. mauleoni O.
moraveci e O. nicaraguensisque apresentam morfologia espicular caracteristica do grupo
Neotropical CaribenhoDas espécies restantes, 0os parasitoR.dmarinando apresentam aletas
laterais, diferindo dbenslimaneiO. burseyj O. costaricensis, O. dlouhy. fredi O. lanfrediae, O.
manuensisO. panamaensjsO. peruensisO. touzeti O. vaucherie O. venezuelensiDiferem
também d®©. lescureie pela disposicéo das papilas cefalicas. Em relacdo ao numeroedé@rda
lamina, os parasitos de. marinase diferenciam d®. lescurei(6 processos)Q. mazzai(10
processos) ©. proencai3 processos). Aproximaneemorfometricamente e morfologicamente de
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O. belenensisprincipalmente em relacdo a morfologia esfaica qual ja foi previamente desa@ait

parasitandd?. marinana regido metropolitana de Belém.

Figura 19 - Microscopia de Luz d®swaldocruzidbelenensiparasito d&k. marina A. Visao lateral
da regido anterior, indicando o poro excretor (Bayra = DOum); B. Detalhes da vesicula cefélica
(Barra = D um); C. Detalhes das cristas longitudinais na superficie cuticular (&das) = © pm);

D. Visao lateral da abertura var (v) e do ovojectofBarra = D0 um) E. Visdo lateral da regido
posterior, detacando o anus (a) e o espinho caudal (€8taja = O um).
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Figura 20- Microscopia de Luz d®@swaldocruzidelenensiparasito d&k. marina A. Viséo ventral
da bolsa copuladora, mostrando o padréo de distribuigéo dos raios (Basa@s= © um); B. Visdo
ventral do espiculo esquerdo, mostrando a divisdo nos trés ramos pri(Bgess= D um); C.
Extremidade da lamina espicular, demonstrando os processos(@atags= D um).

Oswaldocruziavitti Bursey and Goldberg, 2004

Hospedeiro: Anolis futscuauratus

Sitio de Infeccdo:Intestino delgado

Localidade: Floresta Nacional de Caxiuana (1°47'32.3"S, 51°26'02.5"W)

Vouchers CHIOC 38719a (machos) e CHIOC 38719b (fémeas)

Descrigédo geral:Helmintos delgados e filiformes. Extremidade anterior com déatag
cuticular vesiculosa bem desenvolvida, dividida em uarée@nterior mais larga e outra posterior
mais estreita. Esdfago claviforme com anel nervoso situado no terco a(fegsor21A, 22A).
Cuticula com fina estriacdo transversaistas longitudinis bem desenvolvidas aletas laterais
presentes, surgindo logo apds a vesicula cefalica, estersleraté@ o nivel da juncdo es6fago
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intestinal (Fig. 21B, C, 22A). Boca guarnecida com labios indistintos, cavidadequéiinizada, dois
pares papilas cdféas e um par de aidfios. FEmeas com vulva na metade posterior do d&igse.
21D, 22D). Ovojector bem desenvolvido, aparelho genital anfidelfo, Gtero com ovos em estagio de
morula(Fig. 21D) e extremidade posterior terminando com um espinho cuticoipltes(Figs.21E,
22E, F). Machos com blsa copuladora trilobulada e simétricaTdpo I, com raio 8 em um ramo
independente e totalmente separado do raser® contato com a extremidade da membrana bursal
(Fig. 21F, G, 23A, B). Lobo dorsal dividido emaio 9 (anterior) e 1Qposterior) com padrao de
distribuicdo aleatorio. Cone genital bem desenvolvido, abrigando a papila zero na porcao anterior e
flaqueado pelos raios 7 reduzid@sg, 23C). Espiculos iguais, envoltos por membrana hialina e
divididosemi g a riifcoadl ;- adei r (&ig.21d). Al ©mi nao

Fémeas (baseado e2fi espécimesfomprimento tota¥,5i 12,5(10) mm, largura na metade
do corpol57 264 (204) Comprimento da vesicula cefali& 78 (67) Comprimento do esodfago
373526 (418) Anel nervoso, pm excretor e deiridios 525 196 (166), 260396 (327) e 175477
(298), respectivamente da extremidade anterRR@zdo entre a distancia ¢mro excretore o
comprimento do es6fagh67i 0,79 (0,76). Cuticula com 5761 cristas em seccdmnsversaho nivel
do esobfago, 648 na metade do corpo e aletas laterais ausentes (observa&jespatimes). Vulva
posequatorial 2,3 4,3(3,3)mm da extremidade anterior. Comprimento da vaginad@rzb (66)
Ovojector divido em vestibuld28 555 (414) esfincteres derior 43i 69 (44) posterior35i 80 (49)e
infundibulos anteriod4i 72 (55) e posterior 3869 (64). Uteros didelfos e anfidelfogpleto de ovos.
Ovos em morul®1i 86 (68) x 4453 (47) Cauda cbnicd00' 173 (130)terminando em um espinho
cuticular9i 12 (10)

Machos (baseado eR0 espécimesfomprimento totaBi 6 (4) mm, largura na metade do
corpo78i 195 (118) Comprimento daesicula cefalic85i 73 (61) Comprimento do esofagzdd
539 (360) Anel nervoso, poro excretor e deiridiog&i 161 (135), 197403 (22) e 175313 (249)
respectivamente da extremidade anteRa&zao entre a distancia doro excretoe o comprimento
do es6fag®,67i 0,78 (076). Cuticula com Bi 39 cristas em secc&oansversaho nivel do eséfago,
40i 50 na metade do corpo e aletas laigausentes (observado Braspécimes). Espiculos direito e
esquedal40 163 (156) e 1411 164 (156) respectivamente. Lamina com cinco processos distais e
garfo com bifurcagcéo no terco posteficorrespondendo a aproximadamente 25% do comprimento
total do spiculo.

Destaques: Oito espécies neotropicais apresentam bolsa copuladordimo I:
OswaldaruziabonsiBen Slimane and Duretieesset, 19930swaldocruziabrasiliensisLent and
Freitas, 1935 Oswaldocruzia cartagoensis Bursey and Goldberg, 20110swaldaruzia
lamotheargumedoiRuiz-Torres, Garci@rieto, Osorio-Sarabia andViolanteGonzalez, 2013
OswaldocruzialopesiFreitas and_ent, 1938 OswaldocruzianeghmeiPuga, 19810swaldocruzia
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urububaensissuerrero, 2012 O. vitti. Em comparacdo com estas,nematdodeos parasitos 8e
fuscuauratusapresentam aletas laterais na regido anterior do cdif@sindo de O. bonsj O.
brasiliensis O. lopesie O. neghmeique ndo possuem aletd&sm relacdo as demais espécies,
espécimes deste estudiberem princi@lmente quantocacomprimentoe a morfologia da lamina
espicular, apresentandd0’ 160 micrémetros de comprimerdos espicul@ e lamina dividida en8
processoslistais que séifurcam, diferentemente d®. cartagoensig110i 122 e 8 processos).
lamotheagumedoi(190' 230 e 12 processos)® urububaensi§190 209 e 69 processosA Unica
espécie restante&). vitti, € caracterizada pelo mesmo numero de processosbifurcacéo e é
morfometricamentesemelhantes aos espécimes encontradoé.doscuauratus Adicionalmente,
dentre as espéciesm bolsa copuladora didpo | da regidoNeotropical,sdo relatadas em répteis
apenasO. brasiliensisem Mastigodryasbifossatus(Raddi, 1820)(Colubridag¢ e Hemdactylus
mabouia(Moreau de Jonnés, 181&ekkonidaenoBrasil (RJ)eO. vittiemAlopoglossus angulatus
(Linnaeus, 1758)Alopoglossusatriventris Duellman, 1973Alopoglossidae)Anolis fuscuauratus
Anolis punctatusDaudin, 180ZDactyloidae) Cercosauraeigenmann(Griffin, 1917)e Cercossaura
oshaugnessyBoulenger, 1885)Gymnophtalmydaejo Brasil(AC, AM, PA, RO),no Equadoe no

Peru
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Figura 21 - Microscopia de Luzle O. vitti macho e fémea parasito defuscuauratusia Flona de
Caxiuand:A. Viséao lateral daegido anterio(Barra = D0 um); B. Corte transversal na altura do
esb6fagpdemonstrando a presenca de aletas lat@arsa = 2 um); C. Corte transversal na metade
do corpo(Barra = 9 um); D. Visdo ventral dabertura daulva e do ovojectofBarra = DOum); E
Visao lateral dacauda da flaea(Barra = D um); F. Visao lateral da bolsa copuladata macho
(Barra = ® um); G. Visédo ventrdda bolsa copuladoréBarra = & um), H. Visdo ventral dos

espiculodireito e esquerd(Barra = O um).
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Figura 22 - Microscopia Eletronica de Varreduda O. vitti fémea parasito da. fuscuauratusda
Flona de Caxiuand. Detalhes daegidoanterior indicando a presenca de aleta lateral ({B@ya
=100 um); B. Detalhes do deiridi(Barra = 5um); C. Poro excreto(Barra = 5um); D. Detalhes da
abertra da vulva(Barra = 5um); E. Visao ventrelateral da extremidade postetiandicando a
abertura do anus (dBarra = ® um), F. Detalhes do espinho cuticular netremidade da cauda

(Barra=5 m) .
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