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RESUMO

Os monogenéticos sdo parasitos particulares de peixes, mas também parasitam anfibios e
repteis, entretanto, existem poucos estudos e consequente conhecimento sobre a taxonomia
desses parasitos principalmente em anfibios. Este trabalho tem como objetivo identificar o
espécime monogenético encontrado na bexiga urinaria de anuros da espécie Trachycephalus
typhonius, provenientes do municipio de Breves/llha do Maraj6, Estado do Para. Foram
coletados e necropsiados 10 espécimes de Trachycephalus typhonius, 0s parasitos
monogenéticos coletados foram separados, corados em Carmim acético e Tricomico de Gomori
e clarificados em Salicilato de metila e Creosoto de Faia para montagem de Iamina permanente
em bélsamo do Canada. Foram também montadas ld&minas em meio Grey&Wess e meio Hoyer
para melhor visualizacdo das estruturas no microscopio. Os monogenéticos coletados
apresentam as seguintes caracteristicas: Corpo com achatamento dorsoventral, presenca de
ventosas orais e haptorais e hamuli caracteristicas da Classe Monogenea, além de apresentar
testiculo Unico e folicular, ovario compacto com ovos imaturos, canal uterino com 1-3 ovos
maduros, bulbo copulatério com 8 espinhos, presenca de trés pares de ventosas haptorais e um
par de hamuli, presenca de duas vaginas ventrolateral. Com base nas caracteristicas citadas em
comparagdo com a chave taxondmica, 0S monogenéticos encontrados nesta pesquisa pertencem
a familia Polystomatidae, e ao género Polystoma, sendo o género mais comum encontrado em
anfibios. A infeccdo de monogenéticos em Trachycephalus typhonius apresentou prevaléncia
de 60% considerada alta devido a especificidade desses parasitos, e intensidade média de 4,5,
esses fatores estdo relacionados com o ambiente em que 0 hospedeiro se reproduz uma vez que
a infeccdo por monogenéticos ocorre com a exposicao do girino a estes parasitos. O presente
estudo contribui desta forma com ampliacdo da distribuicdo geografica deste parasito, e novo
registro de Polystoma no Brasil.

Palavras-chave: Monogenéticos; Anfibios; Polystoma;



ABSTRACT

Monogenetics are particular parasites of fish, but also parasitize amphibians and reptiles,
however, there are few studies and consequent knowledge about the taxonomy of these parasites
mainly in amphibians. This paper aims to identify the monogenetic specimen found in the
urinary bladder of anurans of the genus Trachycephalus Tschudi, 1838 from the municipality
of Breves / Marajo Island. State of Pard, infer data on mean intensity prevalence, mean
abundance and infer data on monogenetic records in South America. Ten specimens of
Trachycephalus typhonius were collected and necropsied, the monogenetic parasites collected
were separated, stained in Acetic Carmine and Trichomicrous of. Gomori and clarified in
Methyl Salicylate and Beech Creosote for permanent blade mounting in Canadian Balsam.
Slides were also mounted on Gray & Wess medium and Hoyer medium for better visualization
of microscope structures. The collected monogenetics have the following characteristics: Body
with dorsoventral flattening, presence of oral and haptoral suction cups and hamuli
characteristic of the Monogenea Class, besides presenting single and follicular testis, compact
ovary with immature eggs, uterine canal with 1-3 mature eggs, genital bulb with 8 spines, three
pairs of haptoral suction cups and one pair of hamuli, presence of vaginas, being two
ventrolateral vaginas. Based on the characteristics cited in comparison with the taxonomic key,
the monogenetics found in this research belong to the family Polystomatidae, and to the genus
Polystoma, being the most common genus found in amphibians. Monogenetic infection in
Trachycephalus typhonius had a prevalence of 60% considered high due to the specificity of
these parasites. And mean intensity of 4.5, the environment in which the host reproduces may
influence the intensity of infection due to exposure of tadpoles to these parasites. The present
study contributes with the expansion of the geographic distribution of this parasite, and new
registration of Polystoma in Brazil.

Keyword: Monogenetic parasites; Amphibian; Parasites Polystoma.
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1 INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO GERAL

Parasitos sdo organismo importantes da biodiversidade ndo apenas por fazerem parte da
biomassa, mas principalmente pelo importante papel que desempenham nos ecossistemas
(MARCOGLIESE, 2004; TAVARES, et al. 2016). S&o organismos muito diversos e fazem
parte integral da natureza e merecem ser considerados como tal, pois estes representam uma
diversidade invisivel dentro da biodiversidade, contribuindo assim para delinear a
biodiversidade visivel (TOLEDO, 2017). Apenas uma parcela dos parasitos existentes &
conhecida, aquela que inclui os parasitos com importancia médica e veterinaria, a outra
parcela que integra todos os ecossistemas, geralmente, é ignorada (POULIN; MORAND,
2004; SANTOS, 2014). Os parasitos sdo indicativos de muitos aspectos biologicos de seus
hospedeiros, pois estes estdo ligados a ecologia e evolucdo dos seus hospedeiros, desta forma
desempenham papel importante nos ecossistemas (AGUIAR, 2013).

O conhecimento da diversidade de parasitos € considerado de grande importancia para
entender a relacdo parasito-hospedeiro e também da conservacéo e preservacao de ecossistemas
(TOLEDO, 2017). Na literatura sdo varios os trabalhos relatando novas espécies de helmintos
ou novos hospedeiros para as espécies ja descritas, entretanto, os trabalhos de revisao sobre os
helmintos brasileiros ainda ndo sdo encontrados em todo o territorio brasileiro, com isso o
conhecimento a respeito dos helmintos ainda se encontra fragmentado. (ROSSELINI, 2017).
Algumas espécies de parasitos sdo dotadas da capacidade de reduzir as taxas de fecundidade e
de sobrevivéncia dos hospedeiros, conforme aumenta o grau de infeccdo, com uma participacédo
no processo de regulacdo de suas populacdes (SENA, 2016).

O Brasil ¢ o pais com maior riqueza de anfibios, contando atualmente com 1.136
espécies, a maioria sendo da ordem anura representada por 1.093 espécies (SEGALLA, et al.
2019). Os anfibios sdo popularmente conhecidos como sapos, ras, pererecas, e cobras cegas,
sendo taxonomicamente classificados em trés grupos, Caudata que compreende as
salamandras, Gymnophiona as populares cecilias ou cobras cegas e Anura, onde se incluem os
sapos, ras e pererecas (ZANK, et al., 2014). Os anfibios anuros ocupam grande variedade de
micro habitats, refletindo os diversos modos reprodutivos, estilos de vida e parasitos que estes
animais apresentam. Sendo assim, sdo excelentes modelos para estudar as relacdes parasito-
hospedeiro devido ao seu modo de vida, uma vez que colonizam uma ampla diversidade de

habitats (aquaticos, terrestres, semi-aquaticos, arboreos e fossoriais) (AGUIAR, 2013).



Os parasitos possuem papel central no ecossistema, afetando a ecologia e evolugao dos
hospedeiros, o crescimento e regulacdo da populacdo de hospedeiros e consequentemente, a
biodiversidade (ANDREASSA, 2011). Embora representem uma grande diversidade de todos
0s organismos, as informacdes a respeito da fauna de helmintos associada a anuros nédo
abrangem todas as espécies existentes. O que acaba se tornando um fator preocupante, pois 0s
anfibios sdo bioindicadores das alteracdes ambientais, quando se leva em consideragdo o ritmo
atual de destruicdo dos ecossistemas aliado as altas taxas de extin¢do de espécies, um dos
primeiros grupos a sentirem com essa degradacdo sdo os parasitos (WILSON, 2015). De
maneira geral, os anuros sdo hospedeiros mais frequentes para diversas espécies de
platelmintos, nematodeos e acantocéfalos devido sua ampla distribuicdo, e diversos estudos
vém sendo realizados com o intuito de documentar sua fauna parasitaria em diversos paises
do globo (TOLEDO, et al. 2015).

1.2  HOSPEDEIROS ANUROS

Anuros arboricolas podem possuir uma fauna de helmintos menos rica, quando
comparados aos terrestres. Embora essa afirmacédo tenha sido corroborada em alguns estudos
(Goldberg & Bursey, 2008) outros encontraram riquezas semelhantes ou até maiores (Campiao
et al. 2016). Condi¢cdes ambientais e caracteristicas de habitat podem influenciar na composicéo
e estrutura da helmintofauna associada a anuros, e por isso € importante estudar fatores
ecolégicos que determinam a prevaléncia e intensidade parasitaria (Wilson, 2015). Partindo
deste ponto, estudos comparativos com helmintos parasitos tanto em escalas locais como
regionais, sdo importantes no entendimento dos mecanismos que determinam a estruturacao
dessas comunidades (Sobrinho, 2017)

Os anuros do género Trachycephalus Tschudi, 1838 pertencem a classe: Amphibia,
ordem: Anura, familia: Hylidae, subfamilia; Hylinae. Atualmente Trachycephalus possui 17
espécies catalogadas, sendo que 13 espécies do género ocorrem no Brasil (Frost, 2018). De
acordo com Segalla et al. (2019) no Brasil estdo catalogadas as seguintes espécies:
Trachycephalus atlas (Bokermann, 1966); Trachycephalus cunauaru (Gordo, et al., 2013);
Trachycephalus coriaceus (Peters, 1867); Trachycephalus dibernardoi (Kwet & Solé, 2008);
Trachycephalus hadroceps (Duellman & Hoogmoed,1992); Trachycephalus helioi (Nunes et
al., 2013); Trachycephalus imitatrix (Miranda-Ribeiro, 1926); Trachycephalus lepidus
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(Pombal et al., 2003); Trachycephalus mambaiensis (Cintra et al., 2009); Trachycephalus
mesophaeus (Hensel, 1867); Trachycephalus nigromaculatus (Tschudi, 1838); Trachycephalus
resinifictrix (Goeldi, 1907) e Trachycephalus typhonius (Linnaeus, 1758).

Figura 1- Trachycephalus typhonius (Linnaeus, 1758) no municipio de Breves — Ilha do Marajo.

Fotografia: Wallace Garcia

Trachycephalus typhonius € noturno tipicamente encontrado empoleirado em galhos de
arvores e vegetacdo forrageando a noite. Abriga-se em bromélias, buracos de arvores, debaixo
de casca de arvores vivas e mortas, ou em bainhas de banana durante a estacéo seca. Durante a
estacdo chuvosa, que também é a época de reproducdo, essas pererecas sao encontradas perto
de lagoas temporarias (SAVAGE, 2002). O habito arboricola do Trachycephalus typhonius
pode diminuir as chances de infeccdo por parasitos transmitidos diretamente do solo e da
agua, justificando a alta prevaléncia de helmintos transmitidos através da dieta, em que o
hospedeiro intermediario é ingerido (DALAZEN, 2013).

1.3 PARASITISMO POR Platyhelminthes

O filo Platyhelminthes inclui espécies de vida livre e parasitos, sdo conhecidos como
vermes achatados, com capacidade de explorar uma grande variedade de habitats, desde
ecossistemas aquaticos, solos, até parasitos de animais vertebrados e invertebrados (ROCHA,
et al. 2014). Este taxon esta dividido em dois subfilos: Turbelaria que sdo de vida livre,

caracterizados por uma epiderme ciliada; e Neodermata onde parasitos que em determinada



fase do seu ciclo de desenvolvimento substituem a epiderme ciliada pela neoderme
(RUPPERT, et al., 2004). O subfilo Neodermata contém trés classes de platelmintos
parasitos, cada um com sua morfologia Unica e particular estilo de vida: Monogenea que s&o
principalmente ectoparasitos (parasitos externos), Trematoda sdo vermes endoparasitos
(interior do hospedeiro), ectoparasitos e hemoparasitos (parasitos de corrente sanguinea),
apresentam em sua maioria forma de folha e Cestoda que s&o vermes endoparasitos em forma
de fita (PARK, et al., 2007).

A Classe Monogenea é constituida de platelmintos ectoparasitos, ou ocasionalmente
endoparasitos, caracterizam-se, principalmente, pela presenca de um aparelho de fixagdo
localizado geralmente na parte posterior do corpo, o haptor, que possui ganchos e ventosas,
possibilitando que o parasito se fixe fortemente ao hospedeiro, os quais tem formas estruturais
muito diversificadas. (ROCHA, et al. 2014; EIRAS, et al. 2010). Uma regido anterior adesiva
(geralmente ausente ou pouco desenvolvida) do tegumento sincicial; ciclo de vida simples,
(SMYTH, 1917). Um ovo da origem a apenas um verme adulto e ndo existe reproducéo clonal,
0 ovo desenvolve-se primeiro em um oncomiracidio com ganchos e ciliado. Os
oncomiracidios se fixam no poro branquial dos girinos, quando o girino sofre metamorfose, o
parasito deixa as brénquias e rasteja sobre a barriga do hospedeiro e entra na bexiga
(RUPPERT, et al., 2004).

S&0 poucos os registros de monogeneas parasitando anuros no Brasil, espécies do género
Polystoma sdo as mais comuns que parasitam anfibios (SMYTH, 1994; SANTOS; AMATO,
2012). Buscando contribuir com o conhecimento existente sobre monogenea parasitando
anuros no Brasil, este estudo fornece dados sobre as espécies de Monogenea que compem a
comunidade de parasitos de Trachycephalus typhonius.

A escolha da espécie Trachycephalus typhonius se deu, por serem abundantes no
municipio de Breves, e por serem bioindicadores, assim como os demais anfibios, da qualidade
ambiental. Desta forma conhecer a relacdo parasito hospedeiro é de suma importancia nao
somente para registro, mas, para que se possa entender a relacdo destes organismos com seu
hospedeiro e com 0 meio ambiente em geral, além da oportunidade de descricdo ou redescricao
de novas espécies de parasitos, bem como novos registros geograficos de espécies ja conhecidas

associada aos anfibios da Amaz6énia Brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar por taxonomia cléssica helmintos da Classe Monogenea, parasitos de
Trachycephalus typhonius do municipio de Breves (llha do Marajé — Pard)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

| - Inferir dados sobre prevaléncia, intensidade de infeccdo e abundancia média dos
helmintos da Classe Monogenea.

Il — Identificar os helmintos da Classe Monogenea parasitos de Trachycephalus
typhonius.

I11—- Prover um checklist das espécies de anfibios parasitadas por helmintos da Classe

Monogenea na Amazonia brasileira.

3 METODOLOGIA

3.1 HABITAT E OBTENCAO DA ESPECIE HOSPEDEIRA

A area de estudo compreende o municipio de Breves (01° 40° 56” S; 50° 28’
49” W) localizado dentro do bioma amazénico, especificamente ao sudoeste do
arquipelago do Marajo, Estado do Para (Fig. 2). Possui extensdo territorial de 9.550,
474 km?2 e sede situada a margem esquerda do Rio Pararau distante a cerca de 160 km
de Belém, capital do Estado (IBGE, 2010). Tem populacdo estimada em 92.860
pessoas, apresenta média pluviométrica anual de 2365 mm e clima tropical, com um
periodo de seca geralmente entre julho e inicio de novembro, e temperatura média
anual em torno de 32° (IBGE, 2010; Climate - Data.Org, 2018; INMET, 2018)



Figura 2- Mapa do Para. Municipio de Breves, local onde foi realizado a pesquisa.

Fonte: IBGE, 2010

A coleta dos hospedeiros anfibios foi realizada a partir do projeto intitulado
“Herpetofauna do municipio de Breves (llha do Marajo — Para) e helmintos parasitos
associados” (PORTARIA N.27/2019 - CG/CUMB — UFPA). A coleta e 0 manuseio, tanto dos
hospedeiros, quanto dos parasitos helmintos seguiram as  diretrizes do
SISBio/ICMBIo/IBAMA, licenca n° 67799-1 (Anexo 1)

Os anfibios foram coletados através de busca ativa durante o periodo de noturno na area
urbana do municipio de Breves. Posteriormente, foram transportados vivos para o Laboratdrio
de Ciéncias Naturais (LACIN) da Universidade Federal do Pard/Campus Marajo Breves, onde
foram eutanasiados (Fig.3) seguindo o protocolo de Gardner et al. (2012) e entdo necropsiados
para a busca de helmintos, sendo analisados todos os 6rgdos do trato gastrointestinal e anexos:
pulmdes, rins, bexiga urinaria, figado e cavidade celomatica.

No LACIN, foram pesados, e com o auxilio de régua milimetrada, tomadas suas
medidas corpdéreas como; comprimento rostro-cloacal (CRC), comprimento do membro
anterior direito (CMA) e o comprimento do membro posterior direito (CMP). Todos o0s dados
de massa, medidas, sexo além de local de coleta e data foram anotados em ficha de necropsia
(Anexo 2) para futuros estudos ecolégicos com estes hospedeiros. A eutanasia foi feita com
administracao (topica ou intramuscular) de cloridrato de lidocaina a 2%, para entéo ser realizada
a necropsia e a investigacdo de helmintos parasitos. Apds esses procedimentos, estes
hospedeiros foram fixados em formaldeido a 10%, receberam etiqueta de identificacdo
provisdria e estdo conservados em alcool 70% aguardando o encaminhamento e inclusdo no

acervo da Colecao Herpetologica “Osvaldo Rodrigues da Cunha” do Museu Paraense Emilio
Goeldi (MPEG).
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Figura 3 - Anuro Trachycephalus tiphonius, (A) foto do dorso, (B) foto do ventre.

A B 1cm

Fotografia: Wallace Garcia

3.2 PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Os helmintos colhidos foram processados para Microscopia de Luz, seguindo protocolos
de (AMATO, et al., 1991). Todos os filos helmintos foram colhidos, entretanto, somente os
monogenéticos foram processados para este estudo, os demais helmintos seguem conservados
para posteriores estudos. Devido possuirem uma coloracdo branco-leitoso que nao evidencia as
estruturas internas, para microscopia 0s helmintos do Filo Plathyhelmintes foram corados e
clarificados de acordo com as técnicas de (AMATO, et al., 1991): Utilizando-se o Corante
Carmim® e Tricbmico de Gomori por tempo variavel. Para os espécimes corados com Carmim
a diferenciacdo de coloracéo foi realizada com o Etanol cloridrico, e para espécimes corados
com Tricdmico, foi colocado o espécime em alcool 100% e gotejado agua destilada mediante
acompanhamento ao microscépio de Luz. Apds diferenciacdo, comegou a série etandlica para
desidratacdo e posterior clarificacdo em Salicilato de Metila® e Creosoto de Faia. Laminas
permanentes foram montadas em meio Grey&Wess e Hoyer, para clarificacdo e observacéo das

estruturas esclerotizadas.



3.3 ANALISES DOS RESULTADOS

3.3.1 Anadlise estatistica, morfométrica e morfoldgica

Todos os valores obtidos para anélise morfométrica dos helmintos foram dispostos em
tabelas do Microsoft Office Excel 2016®, para tratamento estatistico simples das variaveis das
amostras, como obtencdo médias e desvio padrdo das estruturas anatbmicas importantes para
analise taxon6mica. Foram calculadas também informacGes sobre prevaléncia, intensidade de
infeccdo e abundancia média de acordo com a metodologia de Bush et al. (1997) (Fig. 4) e
Rozsa et al. (2000). Prevaléncia é o namero de hospedeiros infectados com uma espécie de
parasito divido pelo nimero de hospedeiros examinados. Abundéancia média é o numero total
de uma espécie de parasito em particular encontrado em uma amostra, dividido pelo nimero de
hospedeiros examinados, tanto os infectados como néo infectados. Intensidade meédia é o
namero total de uma dada espécie de parasito divido pelo namero de hospedeiros infectados

com este parasito.

Figura 4 - Formulas para obtencao de descritores para analises estatisticas.

PREVALENCIA (%) AMPLITUDE
N° de hospedeiros infectados x100 Diferenca entre o maior e o menor
N° total de hospedeiros examinados valor de parasitos da amostra.
INTENSIDADE MEDIA ABUNDANCIA MEDIA
N° total de uma espécie de parasito N° total de uma espécie de parasito
N° total de hospedeiros infectados pelo N° total de hospedeiros examinados
ImMesmo

Fonte: Adaptacdo baseada em Bush et al. (1997)

As analises morfoldgicas e morfométricas foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Celular e Helmintologia “Reinalda Marisa Lanfredi” (LBCH/UFPA-Campus Bésico), através
de desenhos taxondmicos em microscopia de luz utilizando-se 0 Microscépio Olympus BX41,
com camara clara acoplada (Fig. 5), fotomicrografias utilizando-se o Foto Microscopio
Olympus DP72 e Contraste Diferencial de Interferéncia (DIC) que permitiu visualizar
estruturas que nao estavam bem visiveis. Para confeccdo de pranchas compostas com 0s

desenhos produzidos, foi utilizado o software Corel Draw 2019®
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Figura 5 — Durante a fase de necropsia e andlise do material. A - Microscopio Estereoscépio Trinocular
DI-106 T LED 8X a 100X, utilizado nas necropsias no LACIN; B - Microscépio Olympus BX51 com

Fonte: Wallace Garcia

Para identificacdo dos helmintos, foram analisadas estruturas anatdmicas internas e
externas (Fig. 6/pag.11) e utilizada a chave taxondmica de Yamaguti (1963), além de
comparagdo com artigos descritivos das espécies correlatas. Os helmintos parasitos
identificados, serdo depositados em colecdo cientifica, ap6s a finalizacdo do projeto
“Herpetofauna no municipio de Breves e helmintos parasitos associados” (Portaria N°. 27/2019
- CG/CUMB — UFPA) que ocorre em fevereiro/2020.



Figura 6 - Morfologia bésica de Entobdella soleae (Monogenea), onde sdo apontadas as principais

estruturas anatdmicas consideradas em monogenéticos. Fonte: G. C. Ecology and Physiology of
Parasites. In Foundations of Parasitology.
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Fonte: Schmidt & Roberts, (2009)

As analises morfométricas estdo dispostas da seguinte maneira: média + desvio padrédo
(maior e menor valor observado). Os valores apresentados estdo em (mm) e (um) a partir do
ponto que houver alteracdo sera informado no texto. Para analise morfométrica do hamuli, foi

utilizado os seguintes parametros para as medidas (Fig.7/pag.12), foram medidos o hamuli

direito e esquerdo.

Figura 7 - Parametros para medida do hamuli. (A) Base do hamuli, (B) Comprimento total do hamuli, (C)
Largura total do hamuli, (D) Ponta do hamL(J:Ii (comprimento)

Fonte: Schmidt & Roberts, (2009)
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Ainda com o intuito de colaborar com futuros estudos de monogenéticos parasitos de
anfibios da América do Sul, foi proposta uma lista de espécies (= Checklist) de Polystoma spp.
encontrados parasitando a bexiga urinaria de anfibios. A proposta foi feita com base em dados
de literatura dos Gltimos 40 anos, considerando que existem poucos estudos feitos.

4 RESULTADOS

No periodo de janeiro a julho de 2019 foram necropsiados 10 anuros da espécie
Trachycephalus typhonius coletados aleatoriamente, trés machos com CRC médio de 71 mm e
massa médio de 15.96 g e sete fémeas com CRC médio de 66.57 mm e massa média e 11.98 g.
Trachycephalus typhonius, analisada nesse estudo, apresentava-se parasitada por
helmintos dos diferentes Filos como Nematoda; Acanthocephala e Platyhelminthes (Classes
Cestodas e Monogenea). Entretanto para esse estudo somente a amostra de monogenéticos
(Classe Monogenea) foram separadas e analisadas. Dos trés hospedeiros machos somente um
estava parasitado por helmintos monogenéticos e das sete fémeas, cinco apresentavam esse
parasitismo. Foram obtidos um total de 27 espécimes monogenéticos parasitando T. tiphonius,
com prevaléncia media de 60%, abundancia media de 2,25, intensidade de um, quatro, cinco,
cinco, seis, seis e intensidade média da infeccdo de 4,5. A amplitude de infeccédo variou entre 1
e 6 parasitos por espécime hospedeiro. O sitio de infeccdo compreendeu a bexiga urinéria do
hospedeiro anuro.

Os espécimes helmintos foram identificados como pertencentes a Classe monogenea
por apresentarem caracteristicas morfolégicas como: auséncia de segmentacdo, achatamento

dorsoventral presenca de ventosas orais e haptorais e presenca de hamuli (Fig. 8).



Figura 8: Micrografia de Polystoma sp. parasito de T. typhonius. Lamina montada em meio ressaltando a
presenca de ventosas haptorais (a), um par de hamuli (b) e a localizac8o destas estruturas na posicao
ventral do espécime (c).

Fonte: GREY & WESS (AMATO,1991)
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A identificacdo foi possibilitada pela utilizagdo da chave taxondmica proposta por
YAMAGUTI (1963). Desta forma caracteres como: presenca de haptor séssil, com seis
ventosas; ventosa oral na extremidade anterior; ceco intestinal com anastomose; olhos
ausentes; testiculo Unico; na extremidade ventral anterior presenca de poro genital mediano,
possibilitaram a identificacdo dentro da superfamilia Polystomatoidea (PRICE, 1936). Foram
observados ainda, haptor terminal, constrito fora do corpo apresentando trés pares de ventosas
com ancoras, boca terminal cercada por ventosa muscular, intestino bifurcado; presenca de
vitelaria e testiculo folicular, caracteristicas da familia Polystomatidae (Gamble, 1896). Para
identificacdo em nivel de género, e também seguindo a chave de Yamaguti (1963), foram
observadas as seguintes estruturas: haptor com trés pares de ventosas e um par de ancoras
haptorais; testiculo Unico folicular postovariano no campo inter cecal; um par de vagina
ventrolateral. E ainda, ovario contendo inimeros ovos, e utero com 1-3 ovos, caracteristica
pertencentes ao género Polystoma (Zeder, 1800). Desta forma, os helmintos monogenéticos
encontrados parasitando T. typhonius foram identificados como pertencentes ao género

Polystoma.

4.1 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA POR MICROSCOPIA DE LUZ
DE Polystoma sp. PARASITO DE Trachycephalus typhonius

SumarioTaxondmico

Classe: Monogenea Superfamilia Polystomatoidea

Familia: Polystomatidae Género: Polystoma

Hospedeiro: Trachycephalus typhonius

Localidade: Campus Universitario Marajé, Universidade Federal do Para, Breves/PA.
Prevaléncia: 60%

Amplitude de infeccdo: 1 — 6 espécimes.

Descricdo Geral: Polystoma sp. encontrado na bexiga urinaria de Trachycephalus
typhonius possui trés pares de ventosas haptorais (Fig. 9A), haptor apresentando um par de
hamuli com ganchos bem curvados (Fig. 9D e 10F) boca terminal cercada por ventosa
muscular (Fig. 10C), seguida de faringe também muscular (Fig.10C), intestino bifurcado,
ceco intestinal com anastomoses pré haptorais, presenca de viteléria folicular, todo o sistema

digestivo aparece bem preto nas amostras devido a presencga de grdos de hematina nas células,



poro ventral na extremidade anterior, presenga de um par de vagina ventrolateral (Fig. 9B e
10E), ovério com varios ovos imaturos, Utero atingindo o bulbo genital com 3 ovos maduros,
bulbo genital com 8 espinhos (Fig. 9C e 10D)), glandula de Mehlis desenvolvida, testiculo

postovariano unico e folicular (Fig.10).

Figura 9- Prancha produzida em microscépio com camara clara acoplada Olympus BX51 A. Visdo
geral, ventral do Polystoma sp. encontrado na bexiga urindria de Trachycephalus typhonius. VH:
Ventosas haptoral, H: Haptor. B. Porcdo anterior. VO: ventosa oral, F: faringe, V: vagina, UT: (tero
tubular, OV: ovario, O: ovo, GM: glandula de Mehlis, T: testiculo, CI: ceco intestinal. C. BC: bulbo
genital, apresentando 8 espinhos D: HA: hamuli.

)

—» BG

20 pm

100 pm

S0 pm

Fonte: (YAMAGUTI, 1963)
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Figura 10.Fotomicrografia de Luz realizada através da técnica do DIC (do inglés, Differential Interference
Contrast) de Polystoma sp. parasito de T. typhonius. No detalhe do corte histolégico, em visdo lateral: A:
OV: ovério, B. T: Testiculo. Em visdo ventral: C. Regido anterior evidenciando em VO: ventosa oral e em F:
faringe. D. detalhe do BG: bulbo genital. E. Localizagdo das duas vaginas laterais (seta), V: vagina. F. Regiao
posterior evidenciando o haptor e a posi¢do do hamuli (H).

Fonte: (YAMAGUTI, 1963)



Descrigdo dos espécimes juvenis: Foi observado que o ovario é pequeno e Utero curto
sem presencga de ovos. Bulbo genital com 8 espinhos, glandula de Mehlis néo observada. O

testiculo é Unico apresentando numerosos foliculos.

Descricdo morfométrica (N=11): Corpo apresentando comprimento total médio de
2.69 mm + 1.06 (1.44 — 4.65) e largura média de 1.00 + 0.50 (0.56 — 1.78). Haptor com
comprimento total médio de 0.56 + 0.14 (0.36 — 0.78) e largura média do haptor 1.05 + 0.34 (0.63 —
1.63). Média do diametro da ventosa oral 111 um * 33.45 (76 — 191). Comprimento médio da faringe
199 um + 46.62 (120 — 279) e largura média da faringe 152 + 105.77 (121 — 224). Comprimento médio
da ventosa anterior 315 + 105.10 (176 — 513) e largura média da ventosa anterior 320 + 110.26 (189 —
535). Comprimento médio da ventosa intermediaria 299 + 95.05 (181 — 459) e largura média da
ventosa intermediaria 300 + 85.59 (193 — 459). Comprimento médio da ventosa posterior 310 + 86.12
(205 — 473) e largura média posterior 280 + 90.17 (195 — 473). Medida dos ovos (baseada em 3
exemplares), apresentando comprimento médio de 72 + 13.94 (61 — 81) e largura média de 60 + 12.11
(60 — 74). As medidas do hamuli, comprimento médio do esquerdo 394 + 29.3 (368 — 431), largura
média do esquerdo 236 + 45.8 (115 — 268) média da base do esquerdo 143 + 51.1 (100 — 131) média
da ponta do esquerdo 151 + 18.9 (100 — 152). Comprimento médio do direito 373 = 32.8 (349 —
410), largura média do direito 231 + 45.5 (205 — 284) média da base do direito 176 + 56.5 (141 —
252), média da ponta do direito 126 +22.9 (100 — 142).

4.2 CHECKLIST DE HELMINTOS DO GENERO Polystoma ENCONTRADOS
PARASITANDO ANFIiBIOS ANUROS NA AMERICA DO SUL

Foram encontrados em literatura um total de 13 trabalhos realizados dentre os anos de
1974 a 2017, com registros de helmintos do género Polystoma parasitando anfibios anuros das

mais variadas familias. Todos os resultados encontram-se dispostos na tabela 1, a seguir:



Tabela 1 — Checklist de helmintos do género Polystoma encontrados parasitando anfibios anuros na América do Sul. *(NM) — N&do mencionado.

Familia/ Espécie Hospedeira
BUFONIDAE
Bufo diptychi (= Rhinella dipticha)
Osteocephalus leprieurii
Osteocephalus taurinus
Melanophryniscus rubriventis

HYLIDAE

Hylla pulchella = Hypsiboas pulchellus
Phyllomedusa tarsius

Trachycephalus nigromaculatus;
Trachycephalus mesophaea;
Trachycephalus tiphonius

Phrynohias venulosa

LEPTODACTYLIDAE
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus chaquensis
Leptodactylus wagneri
Physalaemus cuvieri
Physalaemus biligonigerus
Physalaemus cuvieri

Physalaemus cuvieri
Physalaemus cuvieri
Pleuroderma borellii

TELMATOBIIDAE
Telmatobius oxycephalus

HEMIPHRACTIDAE
Gastrotheca riobambae

Espécie de Polystoma

Polystoma diptychi
Polystoma napoensis

Polystoma andinum

Polystoma guevarai
Polystoma sp.
Polystoma sp.
Polystoma sp.
Polystoma sp.
Polystoma lopezromani

Polystoma napoensis
Polystoma cuvieri
Polystoma sp.
Polystoma cuvieri

Polystoma cuvieri
Polystoma cuvieri

Polystoma cuvieri
Polystoma borellii

Polystoma praecox

Polystoma touzeti

Prevaléncia

NM
NM

NM

NM
NM
NM

NM

6.8%
1.7%
NM
NM

38.86%
9,43 %

14,3%
10.78 %

NM

NM

Localidade

Concepcion, Paraguai
Napo, Equador
Napo, Equador

Jujuy — Argentina

Tucumén — Argentina
Napo — Equador
Rio de Janeiro — Brasil

Breves / Para — Brasil
Canediyu — Argentina

Mato Grosso — Brasil
Mato Grosso — Brasil
Napo — Equador

Concepcion, Paraguai

Santa Catarina e Rio Grande do Sul —
Brasil

Santa Catarina; Parana — Brasil

Sao Paulo — Brasil

Tucuman, Argentina

Jujuy — Argentina

Imbabura, Napo — Equador

19

Referéncia

Vaucher, (1986)
Vaucher, (1987)
Vaucher, (1987)
Combes&Laurent (1978)

Combes&Laurent (1979)
Dyer (1986)
Kohn et al. 1974

Presente estudo
Combes&Laurent, (1979)

Morais (2013)
Morais (2013)
Dyer (1986)
Vaucher, (1990)

Santos&Amato (2012)
Portela (2017)

Aguiar (2015)
Combes&Laurent (1974)

Combes&Laurent (1978)

Vaucher, (1987)



5  DISCUSSAO

Em literatura ndo é comum o parasitismo de monogenéticos em anfibios anuros o
que demonstra o interesse em se entender a dindmica do parasitismo destes organismos
quando encontrados nesses hospedeiros. No Brasil, existem, até 0 momento e excetuando o
presente estudo, seis registros de monogenéticos do género Polystoma parasitando anuros
(ver tabela 1), evidenciando a especificidade de hospedeiros destes parasitos.

Na América do Sul espécies do género Polystoma parasitos de anfibios séo:
Polystoma andinum (Combes & Laurent, 1978), P. borellii (Combes & Laurent, 1974),
P. cuvieri (Vaucher, 1990), P. diptychi (Vaucher, 1986), P. guevarai (Combes & Laurent,
1979), P. lopezromani (Combes & Laurent, 1979) P. napoensis (Vaucher, 1987), P.
praecox (Combes & Laurent, 1978) e P. touzeti (Vaucher, 1987)

O género Polystoma é apontado como 0 mais comum, dentre 0S monogenéticos,
encontrado parasitando a bexiga urinaria de anfibios anuros em geral e, de acordo com
Rocha et al. (2014), esse sitio de infeccdo € caracteristica bastante comum destes parasitos
nesses hospedeiros. A aquisicdo do parasitismo, entretanto, ocorre segundo Ruppert &
Barnes (2005), durante a fase larval do anfibio, ou seja, no meio aquatico. E esse tipo de
parasitismo ndo tem a ver com a dieta do anfibio, assim como é o caso da infecgdo de T.
typhonius por helmintos dos demais Filos parasitos (DALAZEN, 2013).

O registro de parasitismo por helmintos, de maneira geral, em T. typhonius é
conhecido na América do Sul para a Argentina (ZENKLUSEN, et al. 2009; DRAGHI, et
al. 2015; COMBES; LAURENT, 1979) e Costa Rica (BURSEY, et al. 2010). No Brasil
ha apenas um estudo publicado por Dalazen, et al. (2013) no Estado do Mato Grosso do
Sul. Entretanto, destes estudos somente em um foi relatado a ocorréncia de
monogenéticos em T. typhonius. (Combes & Laurent, 1979) onde foi descrito a espécie
Polystoma lopezromani. Morfologicamente o0s helmintos do género Polystoma
(Polystomatidae) sdo organismos monoicos que se caracterizam, dentre outros caracteres
morfologicos, pela presenca de vagina. Em Polystoma sp. de T. typhonius foi
observado a presenca de vaginas ventrolaterais bastante visiveis, 0 que €é caractere
diagnéstico do género (YAMAGUTI, 1963). Para identificacdo em nivel mais especifico
foi feita, a comparacdo de Polystoma sp. de T. typhonius, com as espécies correlatas do

género parasitos de anfibios da América do Sul.
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Polystoma sp. difere de Polystoma borellii (Combes & Laurent, 1974) devido que a
glandula de Mehlis ndo esta altamente desenvolvida, diferente de Polystoma borellii que
apresenta glandulas de Mehlis, células serosas e células da mucosa altamente
desenvolvidas. Além disso, em Polystoma borellii os ramos digestivos ndo sdo muito
visiveis com uma ventosa oral subdesenvolvida, o que ndo ocorre em Polystoma sp. A
morfometria de Polystoma borellii é relativamente superior de que em Polystoma sp.

Polystoma sp. assemelha-se a Polystoma praecox (Combes & Laurent, 1978),
entretanto, mamilos vaginais sdo muitos simples e discretos em Polystoma praecox, em
Polystoma sp., entretanto, essa caracteristica € bastante marcada, além disso em
Polystoma sp. ndo ha presenca de ganchos larvais em individuos imaturos, o que foi
relatado Polystoma praecox, 0s ovos uterinos podem ser numerosos até 10. Presenca de
granulos refratores nas proximidades da ponta do hamuli. Canal buco-esofagico presente.
A maturidade sexual é muito precoce. 1sso sdo caracteristicas que ndo sdo presentes
Polystoma sp. A morfometria de algumas estruturas de Polystoma praecox sdo maiores
que em Polystoma sp.

Polystoma sp. ndo compartilha as mesmas caracteristicas que Polystoma andinum
(Combes & Laurent, 1978), pois, os mamilos vaginais em Polystoma sp. sdo bastante
presentes diferente de Polystoma andinum, que sdo poucos marcados, caracteristicas
essas que o diferem que além de que em Polystoma andinum o ovario tem como base um
colar de células grandes com citoplasma granular, e o testiculo esta no meio do corpo,
diferente de Polystoma sp. A morfometria de Polystoma andinum ndo pode ser
relacionada Polystoma sp. por possuir valores superiores.

Polystoma sp. difere de Polystoma lopezromani (Combes & Laurent, 1979) por
apresentar ovos uterinos, com espécimes maduros e 0s mamilos vaginais bastante
marcados, localizados na borda anterior do ovario, o que ndo ocorre em Polystoma
Polystoma lopezromani. Que ndo apresenta ovos uterinos e 0s mamilos vaginas sao pouco
visiveis, além disso na descricdo da espécie Polystoma lopezromani ndo € mencionado
como estéa disposto o testiculo, e ndo € mencionado a presenca de Glandula de Mehlis, em
espécimes maduros de Polystoma sp. é possivel visualizar uma glandula de Mehlis
subdesenvolvida. A morfometria de Polystoma lopezromani € superior quando
comparada a morfometria de Polystoma sp.

Polystoma sp, difere de Polystoma guevarai (Combes & Laurent, 1979) por ndo
apresentar cecos anastomosados somente no axial e lateral, e sim apresentar ceco

anastomosado por todo o corpo, em espécimes maduros foi observado somente a presenca



de um ovo, o que em Polystoma sp. esta presente 3 ovos, além disso as medidas corpdreas
dos exemplares de Polystoma guevarai sdo muito superiores a Polystoma sp. Em
Polystoma guevarai, algumas estruturas possuem morfometria superior a Polystoma sp.

Polystoma sp. ndo pode se classificar como Polystoma diptychi (Vaucher, 1986)
por apresentar granulos queratinizados evidentes perto dos hamuli, 0 que ndo é observado
em Polystoma diptychi. Além disso o testiculo em Polystoma diptychi encontra-se difuso
no meio do corpo, caracteristicas que também é diferente de Polystoma sp. Algumas
estruturas em Polystoma diptychi possuem morfometria inferiores quando comparado a
Polystoma sp.

Polystoma sp. difere de Polystoma touzeti (Vaucher, 1987) por apresentar trato
digestivo com anastomose na por¢do media, caracteristica essa que ndo é evidente em
Polystoma touzeti além de este ndo apresentar granulos queratinizados ao redor do
hamuli, testiculo ventral no meio do corpo, caracteristicas essas que sdo diferentes em
Polystoma sp. Pois, apresenta granulo queratinizados ao redor do hamulo, e testiculo
postovariano. Além disso, algumas estruturas possuem morfometria inferiores quando
comparado a Polystoma sp.

Para anfibios brasileiros, sdo relatadas, até 0 momento, duas espécies de helmintos
do género Polystoma, P. Napoensis e P. Cuvieri (ver Tabela 1). Polystoma sp. de T.
typhonius, entretanto parece ndo compartilhar o0s caracteres morfoldgicos e
morfomeétricos dos seus demais congéneres. Polystoma napoensis e P. Cuvieri parecem
ser 0s mais proximos de Polystoma sp. Com base nisso, neste estudo foi feita a
comparacdo morfoldgica e morfométrica com essas duas espécies. (Tabela 2).

Polystoma sp. encontrado em T. typhonius, assemelha-se a P. cuvieri e P.
napoensis por apresentar: ventosa oral, intestino anastomosado penetrando no haptor,
projetando seis ventosas haptorais arredondas, com pouca diferenca de tamanho, poro
genital a nivel da faringe, bulbo copulatério com 8 espinhos, sistema genital feminino
com ovario anterior de extremidade curva e Utero tubular ascendente, com varios lacos
(Vaucher, 1987; 1990).

Algumas caracteristicas morfoldgicas, entretanto, de Polystoma sp. sdo
exclusivamente compartilhadas com P. cuvieri como: intestino, que além de
anastomosado, apresenta numerosas digitacGes, 0 que nao ocorre em P. napoensis.
Contudo Polystoma sp. é diferente de P. cuvieri, por apresentar de um a trés ovos no
Utero, jA que em P. cuvieri sdo observados de um a sete ovos. Além do mais, em

Polystoma sp. ndo foi visualizado o esdfago, o que indica que esta estrutura esteja ausente,
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diferindo de P. cuvieri, onde se observa a presenca de um eséfago curto. A faringe de
Polystoma sp. ndo é coberta por foliculos o que ocorre em P. cuvieri. O testiculo de
Polystoma sp. localiza-se postovariano, diferente em P. cuvieri, que pode ser encontrado
no meio do corpo.

Polystoma sp. de T. typhonius, assemelha-se a P. napoensis por apresentar trato
digestivo altamente desenvolvido, ovario anterior com um canto curvado, sistema genital
tipico do género, glandula de Mehlis bem desenvolvida, Gtero tubular, bulbo copulatério
com espinhos, hamuli com granulos queratinizados em torno. Entretanto, difere P.
napoensis por apresentar Utero contendo um a trés ovos ao invés de um a dois. E o sistema
digestivo de Polystoma sp. € bifurcado, o que ndo ocorre em P. napoensis.

Em relacdo ao sistema genital masculino tanto Polystoma sp. quanto P. cuvieri
apresentam testiculo folicular oculto por numerosos e densos foliculos vitelinos e
presenca duas vaginas laterais, situadas no nivel da extremidade anterior do ovario.
Entretanto, ndo se pode comparar essa estrutura, morfologia de testiculos, com P.
napoensis, ja que ndo foi encontrada informagdo sobre como se apresenta seu sistema
genital masculino em literatura. O que talvez se deva ao fato de que essa estrutura seja de
dificil observacéo (Vaucher, 1990), uma vez que 0 mesmo é coberto por densas vitelarias.
Morfometricamente Polystoma sp. se assemelha a P. cuvieri e difere de P. napoensis.
Contudo, devido as diferencas morfologicas, Polystoma sp. parece nao corresponder
a nenhuma dessas espécies.

Contudo Polystoma sp. de T. typhonius, parece também nao corresponder a
nenhuma das demais espécies relatadas parasitando anfibios na América do Sul.
Entretanto maiores analises, em nivel mais especifico, como por exemplo a biologia
molecular, devem ser realizadas para se afirmar que esta seja uma nova espécie para
Polystoma.

Sobre as analises de prevaléncia estas mostraram que 60% dos hospedeiros
analisados nesse estudo se apresentavam parasitados, nimero que pode ser considerado
superior quando comparado ao apresentado por alguns autores para outras espécies
hospedeiras, conforme o que foi previamente apresentado na tabela 1, o que pode estar
relacionado ao grau de especificidade do hospedeiro. Ja os baixos resultados obtidos de
abundancia e da intensidade média de infeccdo podem estar relacionados a estratégia de
reproducdo de T. typhonius, ja que a exposicdo a Polystoma ocorre durante a fase de

girino.



Este estudo corresponde ao segundo registro de Polystoma em anuros T. typhonius
(=Phrynohyas venulosa, Combes & Laurent, 1979) e o primeiro registro neste hospedeiro
para o Brasil e para a Ilha do Marajo - PA.
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Tabela 2 - Analise comparativa da morfologia e morfometria das espécies do género Polystoma relatados parasitando anfibios no Brasil, e que mais se assemelham a espécie estudada no presente

estudo.
Espécie
Referéncia
Hospedeiro
Localidade
Comprimento total (mm)
Largura (mm)
Comprimento do haptor (mm)
Largura do haptor (mm)
Diametro da ventosa oral (um)
Comprimento da faringe (um)
Largura da faringe (um)
Comprimento da ventosa anterior (um)
Largura da ventosa anterior (um)
Comprimento da ventosa intermediaria (um)
Largura da ventosa intermediaria (um)
Comprimento da ventosa posterior (um)
Largura da ventosa posterior (um)
Comprimento dos ovos (um)
Largura dos ovos pm

Hamuli (um)

Polystoma sp.

Presente estudo

Trachycephalus tiphonius

Breves — PA, BR
1.44 - 4.65 (2.69)
0.56 — 1.78 (1.00)
0.36 — 0.78 (0.56)
0.63 - 1.63 (1.05)
76 —191 (111)
120 - 279 (199)
121 — 224 (152)
176 — 513 (315)
189 - 535 (320)
181 — 459 (299)
193 — 454 (300)
205 — 474 (310)
195 — 473 (280)
62 — 81 (72)

60 — 57 (60)

Vaucher, (1987)

Osteocephalus taurinis

Napo - Equador
3.12-347
1.29-1.49
1.0-1.22
1.2-141

303 —360 x 205 - 262

186 — 209
139 -153

*

357-403 g

*

311-360 g
286 —-335 9
82 —102
180 - 210
286 - 368

Polystoma napoensis
Vaucher, (1987)

Osteocephalus leprieurii

Napo — Equador
2.86

1.2-1.39

0.96 -1.02
1.19-1.24

237 -270 x 196 — 205

176
106 — 139

*

327-372 ¢

*

291-3359
274-327 9
8298

164

286 — 344

Polystoma cuvieri
Vaucher (1990)

Physalaemus cuvieri
Concepcidn - Paraguai
2.4-4.23 (3.6)
09-17(1.4)
09-14(13)
1.2-21(18)

205 - 327 (270)

131 - 164 (214)

205 — 245 (183)

319 — 434 (393)

303 —409 (375)
295417 (377)
295417 (377)

295 —408 (370)

295 — 408 (370)

165

90 - 106

278 — 413 (360)



6 CONCLUSAO

O presente estudo contribui com o a ampliagdo do conhecimento acerca dos
helmintos Polystoma parasitos de anfibios, além de relatar nova distribuicdo geografica
desse parasito monogenético em T. typhonius. Analises mais abrangentes, entretanto, devem
ser conduzidas para a determinacdo em nivel mais especifico de Polystoma sp. parasito de T.
typhonius.

Este estudo, ainda, constitui o sétimo registro de helmintos do género Polystoma
parasitando anfibios anuros no Brasil, e 0 segundo para a Amazdnia Brasileira. Constitui
também um material para consulta a futuros estudiosos ja que aqui foi reunida através do
checklist os ultimos estudos sobre Polystoma em anuros da América do Sul.

Estudos como esse reforcam a importancia se entender a natureza de parasitos
helmintos em hospedeiros anuros, ou seja, de se conhecer as especies da infracomunidade de
hospedeiros com alta susceptibilidade as mudancas climéaticas ambientais. Entende-se que se
0 hospedeiro desaparecer, as especies de sua infracomunidade desaparecerdo junto. E desta

forma essa biodiversidade pouco evidente ficara desconhecida para sempre.
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ANEXO B - FICHA DE NECROPSIA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR E HELMINTOLOGIA
“Profa Dra Reinalda Marisa Lanfredi”

Pag.
REGISTRO DE COLETA DE AMOSTRAS E NECROPSIA (SAMPLE
COLLECTION AND NECROPSY)
Espécie/Hospedeiro (Species/host):
Sexo (Sex): ()3 ( )2
Peixe (Fish) [ 1 Anfibio (Amphibian) [ 1 Réptil (Reptile) [ ] Passaro (Bird) [ 1 Mamifero

(Mammal) [ 1 Outro(Other) [ 1

N2. Campo (Field number):

Data da coleta (collect data):

/ /
Data de Necropsia(Necropsy data):
/ /

Massa (Weight):

Idade (Age): Juvenil (Juvenile) [

[ 1 Adulto (Adult) [ 1

] Subadulto (Subadult)

(Processed for)
Figado (Liver) [

1
Fezes(Feaces)l
1
Sangue(Blood)
[ 1
Ecto’s [ 1
Endo’s [ 1

Comprimento (mm) (length): CRC: CC:
CMA: CMP:

Processado Anotacoes (notes):

para:

Espécie/Hospedeiro (Species/host):
Sexo (Sex): ( )3 ( )¢

Peixe (Fish) [ 1 Anfibio (amphibian) [
(Mammal) [ 1 Outro(Other) [ 1

1 Réptil (Reptile) [

1 Passaro (Bird) [ ] Mamifero

N2. Campo (Field number):

Data da coleta (collect data):

/ /
Data de Necropsia(Necropsy data):
/

Massa (Weight):

Idade (Age): Juvenil (Juvenile) [

[ 1 Adulto (Aquit) [ ]

] Subadulto (Subadult)

(Processed for)
Figado (Liver) [

1
Fezes(Feaces)l
1
Sangue(Blood)
[ 1
Ecto’s [ ]
Endo’s [ 1

Comprimento (mm) (/length): CRC: CC:
CMA: CMP:

Processado Anotacoes (notes):

para:

Espécie/Hospedeiro (Species/host):
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