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RESUMO GERAL

Este documento é dividido em duas partes. A primeira parte € composta de uma introducéao
geral onde é apresentada uma breve contextualizacdo sobre a diversidade de peixes de dguas
continentais da América do Sul com enfoque para a diversidade de peixes da bacia Amazonica.
Também é tratada da diversidade parasitologica de peixes, mais especificadamente a
diversidade de parasitos da classe Monogenoidea (Platyhelminthes) para peixes siluriformes da
familia Doradidae. A seguir, sdo apresentados os objetivos e metodologia geral utilizada para a
obtencdo dos resultados que culminou com a elaboracdo de um artigo, que serd submetido
posteriormente para a publicacdo. No Capitulo 1, uma nova espécie de monogendideo
pertencente ao género Vancleaveus parasito das branquias do doradideos, Doras higuchii para
rios da bacia do rio Xingu, Para, Brasil. Também, uma hipotese filogenética é apresentada, a

partir de dados moleculares.



RESUMO

A regido Neotropical abriga a maior diversidade de peixes de agua doce do mundo, com
destaque para a bacia Amazonica. Dentre os peixes amazonicos da ordem Siluriformes, a
familia Doradidae se destaca, tanto pela sua diversidade (cerca de 95 espécies validas) como
por sua importancia para a pesca comercial e aquariofilia. Com relagdo a parasitofauna
associada a estes peixes, os platelmintos parasitos da classe Monogenoidea se destacam por
representam o grupo mais diverso com 23 espécies conhecidas. Todavia, 0 nosso conhecimento
sobre esta diversidade ainda é limitada, pois apenas onze espécies de doradideos foram
investigadas até o presente em busca de seus monogenoideos. Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo inventariar a diversidade de Monogenoidea do doradideo Doras higuchi Sabaj
Pérez & Birindelli, 2008 do rio Xingu. Como resultado deste trabalho, uma nova espécie é

descrita para as drenagens do rio Xingu, com base em analises morfoldgicas e moleculares.

Palavras-chave: Parasito. Monogenoidea. Doradidae. Taxonomia.



ABSTRACT

The Neotropical region is distinguished by its unparalleled diversity of freshwater fish,
particularly within the Amazon basin. Notably, the Doradidae family, part of the Siluriformes
order, exhibits significant diversity, encompassing approximately 95 valid species, and holds
considerable importance for both commercial fisheries and the aquarium trade. Among the
parasitic fauna associated with these fish, the platyhelminths of the Monogenoidea class are
particularly noteworthy, as they represent the most diverse group, with 23 known species.
However, our understanding of this diversity is still limited, as only eleven species of doradids
have undergone investigation for their monogenoidean parasites. This study aims to provide a
comprehensive inventory of Monogenoidea diversity in the doradid species Doras higuchi
Sabaj Pérez and Birindelli, 2008, from the Xingu River. The findings of this research resulted
in the identification of a new species specific to the drainages of the Xingu River, based on a

combination of morphological and molecular analyses.

Keywords: Parasite. Monogenoids. Doradidae. Taxonomy.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Introducéo

A regido Neotropical é conhecida pela sua grande diversidade de peixes, comportando
0 maior numero de espécies de peixes dulcicolas do mundo (REIS et al., 2016), sendo que a
Ameérica do Sul se destaca com aproximadamente 5.750 espécies conhecidas (CASSEMIRO et
al., 2023). Desta diversidade, 47% sao reportadas para a bacia Amazonica sendo que das
espécies conhecidas, 1.696 sdo endémicas com 529 géneros, 60 familias e 18 ordens
(DAGOSTA e PINNA, 2019). Esta rica ictiofauna, assim como seus aspectos ecoldgicos, esta
fortemente relacionada com a dindmica ambiental local, como a variacdo sazonal do nivel de
agua dos rios, alta heterogeneidade ambiental, produtividade, dentre outras variaveis fisico-
quimicas da agua (VANNOTE et al. 1980; JUNK et al. 1989; FREITAS et al. 2010). Essa
combinacéo de fatores geoldgicos, ecoldgicos e evolutivos foram os responsaveis por criar esse

ambiente Unico que favorece a diversificacdo e o endemismo das espécies de peixes.

Dentre os peixes que habitam a bacia amazonica, os peixes Siluriformes destacam-se
por ser 0 segundo grupo mais diverso com 956 espécies (DAGOSTA e PINNA, 2019). Eles séo
conhecidos coletivamente como bagres e sdo um grupo de grande interesse comercial, sendo
gue na Amazonia, por exemplo, representam metade da producdo pesqueira (BARTHEM e
FABRE, 2004).

Os siluriformes da familia Doradidae formam um grupo monofilético e sao
representados por aproximadamente 95 espécies validas, distribuidas em 33 géneros e seis
subfamilias (Doradinae, Astrodoradinae, Rhinodoradinae, Wertheimerinae, Agamyxinae e
Acanthodoradinae) (SABAJ e ARCE, 2021; BANKI et al., 2025). Dessa diversidade, ~75% sdo
registradas para a bacia Amazonica, com destaque para a bacia do rio Xingl onde encontamos
cerca de 26% das espécies (DAGOSTA e PINNA, 2019).

Os doradideos sdo popularmente conhecidos como bagres falantes ou espinhosos e sao
muito apreciados pelos aquaristas e na pesca (NELSON, GRANDE e WILSON, 2016).
Algumas espécies, como Pterodoras Bleeker, 1862 e Megalodoras Eigenmann,1925 possuem
valor econémico devido & comercializacdo para consumo, e outras espéecies, como de
Acanthodoras Bleeker, 1862, Amblydoras Bleeker, 1862 e Platydoras Bleeker, 1862, sdao
utilizadas em aquariofilia (REIS et al., 2003)
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As espécies de Doradidae sdo facilmente distinguidos entre os bagres por terem uma
unica fileira de placas medianas laterais, cada uma geralmente com um Unico espinho orientado
posteriormente. A quantidade, formato e a ornamentacdo dessas placas sdo extremamente
variados e constituem-se num importante carater diagndstico para géneros e, em alguns casos,
até mesmo espécies. (BIRINDELLI, 2014; SILVA, 2004). O tamanho pode variar entre as
espécies, de aproximadamente quatro centimetros no género Physopyxis Cope, 1871 a meio
metro nos Oxydoras Kner, 1855 (HIGUCHI, 1992). Os doradideos geralmente ocupam habitats
bentbnicos em lagos e rios de terras baixas, embora alguns taxons frequentem habitats
peléagicos, como Nemadoras hemipeltis (Eigenmann, 1925) e Pterodoras Bleeker, 1862. Muitas
das espécies menores sdo peculiares as planicies de inundacdo e ocupam riachos lentos e
margens de rios durante a estacdo de aguas baixas (SABAJ e ARCE, 2021). A espécie Doras
higuchii Sabaj Pérez & Birindelli, 2008 (Siluriformes: Doradidae) (Figura 1), conhecida
popularmente como botinho, é amplamente distribuida nos tributarios do baixo rio Amazonas
e pode atingir cerca de 32 cm de comprimento (SABAJ PEREZ & BIRINDELLI 2008;
GIARRIZZO et al., 2015). Atualmente ainda existe uma lacuna com relacédo a informaces da
biologia de Doras higuchii, a cerca de seu comportamento, reproducéo e principalmente de sua

parasitofauna.

Figura 1. Doras higuchii do Rio Xingu, Brazil. Barra de escala € igual a 1 cm. Fotos por M.
Sabaj Pérez. Fonte: Sabaj Pérez e Birindelli (2008).

O conhecimento sobre a parasitofauna para Doradidae é limitado, pois apenas ~12% do
total de espécies de doradideos foram investigados em busca de seus parasitos metazoarios. 45
especies de parasitos foram encontradas infectando estes hospedeiros (2 Acanthocephala, 1
Crustacea, 12 Nematoda, 23 Monogenoidea, 9 Trematoda e 1 Cestoda). Desta diversidade, 0s

platelmintos da Classe Monogenoidea se destacam com aproximadamente 51% (SOARES et
14



al., 2018; FERONATO et al., 2022; MENDOZA-PALMERO et al., 2022; de SOUZA SILVA,
2023) (tabela 1).

Os membros da classe Monogenoidea® Bychowsky, 1937 sdo ectoparasitas obrigatorios de
peixes marinhos, salobros e de agua doce, anfibios e quelénios. (TAVARES et al., 2022). Os
monogendideos representam o grupo mais diverso de parasitas de peixes da América do Sul
(LUQUE et al., 2016). S&o organismos hermafroditas e apresentam um ciclo de vida direto, ou
seja, necessitam de apenas um hospedeiro para completar seu ciclo de vida (HOIA, 2020)
(Figura 2). Uma das principais caracteristicas dessa classe é sua alta especificidade parasitaria,
ja que muitas das espécies conhecidas sdo registradas em apenas um unico hospedeiro. Em sua
grande maioria, se fixam na superficie do corpo do hospedeiro ou nas branquias. No entanto,
um namero pequeno de espécies pode localizar-se no estdmago, cavidade visceral, ovidutos e
canais urinarios de seus hospedeiros. O 6rgdo responsavel por essa fixacdo é denominado
“haptor”, composto por diferentes combinacdes de ganchos, barras, ancoras e grampos.

(BOEGER e VIANNA, 2006).
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Figura 2. Ciclo de vida monoxénico de um monogendideo modificado de Rohde (2005).

Sobre a diversidade de monogendideos de siluriformes da familia Doradidae, apenas onze
especies de doradideos foram investigadas em busca de seus parasitos monogendideos

(Franciscodoras marmoratus Litken, 1874; Pterodoras granulosus Valenciennes, 1921;

! Brabec et al. (2023) propdem o fim da classe tradicionalmente reconhecida Monogenoidea (=Monogenea) e a
promocgdo de suas duas subclasses ao nivel de classe como nova classe Monopisthocotyla e nova classe
Polyopisthocotyla. Todavia, como ndo ha consenso sobre esta decisdo taxonémica, aqui € mantido o grupo como
Monogenoidea.
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Oxydoras niger Valenciennes, 1821; Hassar orestis Steindachner, 1875; Trachydoras
paraguayensis Eigenmann & Ward, 1907; Platydoras brachylecis Piorski et al., 2008; Hassar
affinis Fayal & Wosiacki, 2011; Hassar gabiru Fayal & Wosiacki, 2011; Anadoras grypus
Cope, 1872; Nemadoras hemipeltis (Eigenmann); Megalodorus uranoscopus (Eigenmann &
Eigen mann) (COHEN et al. 2013, MENDOZA-FRANCO et al. 2016, ACOSTA et al. 2018;
SOARES, NETO e DOMINGUES, 2018, MOREY, ROJAS e CACHIQUE, 2022;
FERONOTO et al. 2022; JUSTO, de OLIVEIRA MARTINS e COHEN, 2023). Para esses
hospedeiros sdo conhecidas espécies do género Cosmetocleithrum Kritsky, Thatcher & Boeger,
1986; Vancleaveus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 e Unibarra Suriano & Incorvaia, 1995
(Tabela 1). O fato de ter poucas espécies de doradideos estudados demonstra o potencial da
existéncia de uma diversidade de monogendideos até entdo desconhecida para este grupo de
hospedeiros. Desse modo, uma abordagem que combine diferentes tipos de dados, pode ajudar

nas descrigdes de novas espécies.

Tabela 01. Diversidade de monogenoideos parasitos de Doradidae.

Parasito Hospedeiro

Cosmetocleithrum akuanduba Soares, Santos-Neto & Domingues, 2018 Hassar affinis
Hassar gabiru
Hassar orestis

Cosmetocleithrum basicomplexum Silva et al., 2023 Oxydoras niger

Cosmetocleithrum bifurcum Mendoza-Franco, Mendoza-Palmero & Scholz, Hassar gabiru

2016

Trachydoras

Cosmetocleithrum trachydorasi (Acosta et al., 2018) Cohen et al., 2020 .
paraguayensis

Cosmetocleithrum gigas Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Hassar orestis
Cosmetocleithrum falsunilatum Feronato et al. 2022 ng}%ls%%%ijuss
Cosmetocleithrum brachylecis Silva et al., 2023 Platydoras brachylecis
Cosmetocleithrum bulbocirrus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Pterodoras granulosus
Cosmetocleithrum confusus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger

Oxydoras niger
Cosmetocleithrum gussevi Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum leandroi Soares, Santos Neto & Domingues, 2018 Hassar affinis

Hassar gabiru
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Cosmetocleithrum ludovicense Silva et al., 2023 Platydoras brachylecis
Cosmetocleithrum parvum Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum phryctophallus Soares, Santos Neto & Domingues, 2018 Hassar orestis
Cosmetocleithrum rarum Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum sacciforme Silva et al., 2023 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum sobrinus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986

Oxydoras niger

Cosmetocleithrum tortum Mendoza-Franco, Mendoza-Palmero & Scholz, .
Nemadoras hemipeltis

2016

Cosmetocleithrum infinitum Morey, Rojas e Cachique, 2022 Anadoras grypus
Cosmetocleithrum undulatum Silva et al., 2023 Platydoras brachylecis
Unibarra juruaensis Justo, Martins & Cohen, 2023 Oxydoras niger

Vancleaveus cicinnus Santos e Brasil-Sato (2006) Franciscodoras

marmoratus
Vancleaveus janauacaensis Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Pterodoras granulosus
Vancleaveus klasseni Soares, Santos Neto & Domingues, 2018 Hassar orestis

Hassar gabiru

Nesse sentido, a taxonomia integrativa, que combina informacgdes obtidas por meio de
diversas metodologias, como analises de sequenciamento genético e estudos de caracteristicas
morfologicas, tem desempenhado um papel crucial na distincdo precisa de espécies de
Monogenoidea (ACOSTA et al.,, 2017; SOARES et al., 2021; AGUIAR et al., 2022;
MENDOZA-PALMERO et al., 2022). Ao longo das Ultimas décadas, essa abordagem
integrativa tem se mostrado essencial para aprimorar a classificacdo de espécies, além de
contribuir para a compreensdo das relacdes evolutivas entre parasitas monogendideos que
infectam, principalmente, peixes siluriformes neotropicais (FRANCESCHINI et al., 2018,
2020; ACOSTA et al., 2017, 2019; SOARES et al., 2021, 2023a, b; MENDOZA-PALMERO
et al., 2022; ZAGO et al., 2020). No contexto das relacdes filogenéticas dessas linhagens,
estudos moleculares recentes utilizando sequéncias do gene 28S rDNA demonstram que 0s
dactilogirideos que infectam bagres ndo formam um grupo monofilético exclusivo. Em
particular, o género Vancleaveus foi identificado dentro de um clado agrupando-se com géneros
como Ameloblastella e Unibarra, e ndo exclusivamente com outros parasitos de siluriformes
doradideos (MENDOZA-PALMERO, BLASCO-COSTA e SCHOLZ, 2015). Dessa forma, a
taxonomia integrativa desempenha um papel fundamental na classificacdo e compreensédo das

relacdes evolutivas desses parasitos com a integracdo de dados genéticos e morfoldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho visa inventariar a diversidade de Monogenoidea associada ao
doradideo Doras higuchi do rio Xingu, utilizando uma abordagem integrativa, combinando
dados morfoldgicos e moleculares. Também, pretende-se aqui avaliar a composi¢do parasitaria

de forma qualitativa e quantitativa do Rio Xingu, Para, Brasil.

2.2 Objetivos especificos

| - Descrever e/ou redescrever espécies de parasitos monogendideos de Doras Higuchi.

Il — Realizar analises filogenéticas baseadas em dados moleculares que contribuam para o
entendimento acerca das relagdes evolutivas entre as espécies de Monogenoidea parasitos de
doradideos com as demais espécies de monogenoideos de aguas continentais Neotropicais.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

18
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Figura 3. Mapa da area de estudo; A) Brasil; B) Estado do Para e C) Bacia do rio Xingu. Os
Quadrados, sdo cidades; Os Pontos em amarelo e rosa, sdo sitios de amostragem. Fonte:

Geusivam B. Soares, 2016.

Vinte e cinco espécimes de peixes da espécie Doras higuchii foram capturados na bacia
do rio Xingu nos meses de abril (i.e. periodo de cheia) e outubro (i.e., periodo de estiagem) de
2015 e os pontos de coleta incluiram os seguintes rios, juntamente com suas respectivas
coordenadas geogréficas: Gorgulho da Rita - rio Xingld - Altamira (03°21°15,7°’S
52°11°47,5°°W); rio Bacaja — Altamira (03°33°47,1”’S 51°36°50,3”"W).

3.2 Caracterizacado da area de estudo

O Rio Xingu é considerado um dos mais importantes rios da bacia hidrografica
amazonica e é classificado como rio de agua clara pobre em sedimento, o que confere boa
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transparéncia as suas aguas, podendo, entretanto, em alguns de seus trechos, ser rico em matéria
dissolvida (NUNES-GUTJAHR e BRAGA, 2015). Uma série de eventos geoldgicos ocorreram
do alto ao baixo estuario do Xingu, o que levou a formacdo de indmeras cachoeiras e
corredeiras. Essas caracteristicas da paisagem favoreceram a biodiversidade e influenciaram
muito os padr@es de distribuicdo da fauna aquatica (CAMARGO E GHILARDI, 2009).

3.3 Processos em campo e laboratério

Em campo, as coletas foram realizadas com a ajuda de pescadores que atuam em pesca
artesanal nesta regido, utilizando rede de espera para captura dos peixes. Apos a captura, 0s
peixes foram transportados para um laboratério temporario instalado proximo ao rio, onde as
branquias foram cuidadosamente removidas com o auxilio de tesouras e pincas. Para a analise
morfologica dos monogendideos, as branquias foram armazenadas em recipientes contendo
agua aquecida a 60°C, agitadas e posteriormente fixadas em formalina a 5%. Enquanto, outras
amostras das branquias foram armazenadas em alcool 96%, para estudos moleculares dos
parasitos. No Laboratério de Sistematica e Coevolugdo (LASCO) do Instituto de Estudos
Costeiros, Universidade Federal do Pard, Campus Universitario de Braganca, as branquias
foram triadas utilizando lupa estereoscépica LEICA S6D com o auxilio de agulhas.

Os espécimes de monogendideos destinados a analise de estruturas esclerotizadas foram
montados em meio de Hoyer ou Gray & Wess (HUMANSON, 1979; BOEGER e VIANNA,
2006) e para a analise morfolégica de 6rgaos internos foram corados com Tricdmico de Gomori
(HUMANSON, 1979; BOEGER e VIANNA, 2006) e montados em Goma de Dammar ou
balsamo do Canada. Os espécimes foram analisados e todas as medi¢fes foram obtidas em
micrdmetros com auxilio de ocular micrométrica seguindo os procedimentos de Kritsky et al.
(1986) adaptado e usando o software Leica LAS Interactive Measurement. Os indices
parasitologicos (abundancia, prevaléncia e intensidade média) foram obtidos a partir das
defini¢bes de Bush et al. (1997). As ilustracdes foram preparadas com o auxilio da cAmera clara
acoplada ao microscépio Leica DM 2500 com contraste de interferéncia diferencial e dptica de
contraste de fase, com o uso de caneta e papel. A prancha final do desenho foi feita pelo
programa Affinity designer®©.

3.4 Analise molecular

Para o processo de caracterizacdo molecular, um Unico espécime de monogenoideo foi

dividido em duas partes: A primeira, com a por¢do anterior do corpo contendo o 6rgéo
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copulatério, foi montado em Hoyer e conservadas como material testemunho do espécime
“hologenoforo” (PLEIJEL et al., 2008). A segunda parte do corpo do espécime contendo o
haptor foi destinado a extracdo do DNA, realizado com o QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen,

USA), seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante, com um volume final de 30 pl.

Para a amplificacdo genémica, foi utilizado o gene nuclear 28S rDNA da subunidade
ribossomal maior (LSU), utilizando os pares de primers U178 e L1642 (LOCKYER et al.,
2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada conforme Soares et al. 5(2023a).
As PCRs foram realizadas em Matercycler® nexus (Eppendorff, Hamburgo, Alemanha) com
volume final de 25 ul e com o DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific
Wilmington, EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Uma quantidade de 0,1 mM de
cada primer e 3 pl do DNA extraido sera utilizada nas reac6es. Para amplificar o fragmento 28S
rDNA, o programa de PCRs foi configurado para uma desnaturacao inicial a 95 °C por 3 min,
seguido por 34 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 90 s, e um alongamento final
a 72°C por 4 min (SOARES et al. 2023a). Os amplicons foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2% em um tampdo TAE (40 mM Tris, 20 mM de éacido acético, 1 mM de
EDTA) corado com SYBRsafe® (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA)
ao lado de um 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) a 100 V por 30 min. Os produtos de PCR foram purificados usando o QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, EUA) e o sequenciamento foi realizado com o Kit BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems™) em um sequenciador
automatico ABI 3730 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) da empresa OMIKKA (Estado
de Séo Paulo, Brasil), utilizando os mesmos primers utilizados para amplificagéo do fragmento
28S rDNA, mais os primers 900F, 1200R (LITTLEWOOQOD et al., 2000).

3.5 Analises filogenéticas

As sequéncias de DNA obtidas foram visualizadas, montadas e editadas com o programa
Sequencher 4.1.4 (Gene Codes, Ann Arbor, MI). Além das sequéncias obtidas, outras
sequéncias foram buscadas no GenBank, para a realizacdo da anélise. Elas foram alinhadas
usando o MUSCLE implementado no Geneious v7.1.3 (Kearse et al., 2012) e o método
utilizado para a filogenia foi o de Maxima Verossimilhanca (MV). A analise de MV foi
realizada no PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010) implementado via servidor web atgc

montpellier com topologia avaliada por bootstrap com 1000 réplicas, usando o modelo de
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evolugdo selecionado pelo JModelTest v2.1.1 (Darriba et al., 2012), utilizando o critério de
informacdo de Akaike. As arvores serdo visualizadas usando o Figtree v1.3.1 (Rambaut 2008)
e as figuras preparadas usando o CorelDraw®©. A divergéncia genética foi determinada usando
a matriz do modelo p-distance no MEGA v7. (Kumar et al., 2016). Grupos de Monogenoidea
como Pseudomurraytrematidae e Diplectanidae foram utilizados como grupos externos para
enraizar as topologias, por conta de sua relacdo filogenética proxima aos Dactylogyridae
(Boeger e Kritsky 1997, 2000; Plaisance et al., 2005).
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Taxonomia integrativa de Monogenoidea (Platyhelminthes) parasitos de Doras higuchii
Sabaj Pérez & Birindelli, 2008 (Siluriformes, Doradidae) do rio Xingu, Par4, Brasil.
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RESUMO

O presente estudo é uma analise taxonémica integrativa de uma nova espécie do género
Vancleaveus (Dactylogyridae, Monogenoidea) reportada pela primeira vez parasitando as
branquias de Doras higuchii (Siluriformes, Doradidae) na bacia do rio Xingu, Para, Brasil.
Vancleaveus sp. nov. se diferencia das outras espécies congéneres que ocorrem em doradideos
por apresentar uma barra dorsal com projecdo anteromedial; OCM tubular, apresentando por¢éao
proximal com uma leve curvatura, ligeiramente sigmoide e a porcdo distal mais alongada e
estreita, em uma forma linguiforme. Uma hipétese filogenética baseada em dados morfoldgicos
e moleculares é apresentado aqui para espécies de Vancleaveus que ocorrem em doradideos.

Palavras-chave: Doradideos, Monogenodideos, Taxonomia, Diversidade, Vancleaveus

INTRODUCAO

Doradidae é uma familia de bagres de agua doce endémica da América do Sul que
compreende aproximadamente 95 espécies validas, distribuidas em 33 géneros (Banki et al.,
2025). Dessa diversidade, ~75% sdo registradas para a bacia Amazonica (Dagosta e Pinna,
2019). Os doradideos sdo conhecidos popularmente como bagres falantes ou espinhosos, e sao
facilmente distinguidos entre os bagres por terem uma Unica fileira de placas medianas laterais,
cada uma geralmente com um Unico espinho orientado posteriormente (Nelson, Grande e
Wilson, 2016; Birindelli, 2010). A espécie Doras higuchii (Siluriformes: Doradidae),
conhecida popularmente como botinho, é amplamente distribuida nos tributarios do baixo rio
Amazonas (Sabaj Pérez & Birindelli 2008)

Atualmente sdo conhecidas 23 espécies de monogenoideos parasitando peixes
doradideos pertencentes a 3 géneros: Cosmetocleithrum Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986;

Vancleaveus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 e Unibarra Suriano & Incorvaia, 1995 (Tabela
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01). Entretanto, apenas onze espécies de doradideos foram investigadas em busca de seus
parasitos monogenoideos (Franciscodoras marmoratus Litken, 1874; Pterodoras granulosus
Valenciennes, 1921; Oxydoras niger Valenciennes, 1821; Hassar orestis Steindachner, 1875;
Trachydoras paraguayensis Eigenmann & Ward, 1907; Platydoras brachylecis Piorski et al.,
2008; Hassar affinis Fayal & Wosiacki, 2011; Hassar gabiru Fayal & Wosiacki, 2011,
Anadoras grypus Cope, 1872; Nemadoras hemipeltis (Eigenmann); Megalodorus uranoscopus
(Eigenmann & Eigen mann) (Mendoza-Franco et al., 2016; Soares, Neto e Domingues, 2018;
Morey, Rojas e Cachique, 2022; Feronato et al., 2022; Mendoza-Palmero, 2022; de Sousa Silva,
2023; Justo, de Oliveira Martins e Cohen, 2023). O fato de ter poucas espécies de doradideos
estudados demonstra o potencial da existéncia de uma diversidade de monogendideos até entdo
desconhecida para este grupo de hospedeiros. Desse modo, uma abordagem que combine

diferentes tipos de dados, pode ajudar nas descri¢cGes de novas espécies.

Tabela 01. Diversidade de monogendideos parasitos de Doradidae.

Parasito Hospedeiro

Cosmetocleithrum akuanduba Soares, Santos-Neto & Domingues, 2018 Hassar affinis
Hassar gabiru
Hassar orestis

Cosmetocleithrum basicomplexum Silva et al., 2023 Oxydoras niger

Cosmetocleithrum bifurcum Mendoza-Franco, Mendoza-Palmero & Scholz, Hassar gabiru

2016

Trachydoras

Cosmetocleithrum trachydorasi (Acosta et al., 2018) Cohen et al., 2020 paraguayensis

Cosmetocleithrum gigas Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Hassar orestis
Cosmetocleithrum falsunilatum Feronato et al. 2022 mg?]igl%zuss
Cosmetocleithrum brachylecis Silva et al., 2023 Platydoras brachylecis
Cosmetocleithrum bulbocirrus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Pterodoras granulosus
Cosmetocleithrum confusus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger

Oxydoras niger
Cosmetocleithrum gussevi Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum leandroi Soares, Santos Neto & Domingues, 2018 Hassar affinis

Hassar gabiru

Cosmetocleithrum ludovicense Silva et al., 2023 Platydoras brachylecis
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Cosmetocleithrum parvum Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum phryctophallus Soares, Santos Neto & Domingues, 2018 Hassar orestis

Cosmetocleithrum rarum Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum sacciforme Silva et al., 2023 Oxydoras niger
Cosmetocleithrum sobrinus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986

Oxydoras niger

Cosmetocleithrum tortum Mendoza-Franco, Mendoza-Palmero & Scholz, e
Nemadoras hemipeltis

2016

Cosmetocleithrum infinitum Morey, Rojas e Cachique, 2022 Anadoras grypus
Cosmetocleithrum undulatum Silva et al., 2023 Platydoras brachylecis
Unibarra juruaensis Justo, Martins & Cohen, 2023 Oxydoras niger

Vancleaveus cicinnus Santos e Brasil-Sato (2006) Franciscodoras

marmoratus
Vancleaveus janauacaensis Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 Pterodoras granulosus
Vancleaveus klasseni Soares, Santos Neto & Domingues, 2018 Hassar orestis

Hassar gabiru

Nesse sentido, a taxonomia integrativa, que combina informacGes obtidas por meio de
diversas metodologias, como andlises de sequenciamento genético e estudos de caracteristicas
morfolégicas, tem desempenhado um papel crucial na distincdo precisa de espécies de
Monogenoidea (ACOSTA et al.,, 2017; SOARES et al., 2021; AGUIAR et al., 2022;
MENDOZA-PALMERO et al., 2022). Diante disso, foi realizado uma investigacdo para o
conhecimento da diversidade de parasitos monogendideos das branquias de Doras higuchii da
bacia do rio Xingl e uma nova espécie pertencente ao género Vancleaveus é aqui descrita,
sendo também a primeira ocorréncia para as branquias de Doras higuchii. Além disso, uma
hipdtese filogenética baseada em dados moleculares é apresentada aqui para espécies de

Vancleaveus que ocorrem em doradideos.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

Vinte e cinco espécimes de peixes da espécie Doras higuchii foram capturados na bacia
do rio Xingu no més de abril (i.e. periodo de cheia) e outubro (i.e., periodo de estiagem) de
2015. Os pontos de coleta incluiram os seguintes rios, juntamente com suas respectivas
coordenadas geograficas: Ilha grande - rio Xingl — Altamira (03°35°50,2”’S 52°21°22,5’W);
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Gorgulho da Rita - rio Xingu - Altamira (03°21°15,7”’S 52°11°47,5’”W); rio Bacaja — Altamira
(03°33°47,1°S 51°36°50,3”°W).

Processos em campo e laboratorio

Em campo, as coletas foram realizadas com a ajuda de pescadores que atuam em pesca
artesanal nesta regido, utilizando rede de espera para captura dos peixes. Ap0Os a captura, 0S
peixes foram transportados para um laboratério temporario instalado proximo ao rio, onde as
branquias foram cuidadosamente removidas com o auxilio de tesouras e pingas. Para a analise
morfolégica dos monogendideos, as branquias foram armazenadas em recipientes contendo
agua aquecida a 60°C, agitadas e posteriormente fixadas em formalina a 5%. Enquanto, outras
amostras das branquias foram armazenadas em alcool 96%, para estudos moleculares dos
parasitos. No Laboratorio de Sistemética e Coevolucdo (LASCO) do Instituto de Estudos
Costeiros, Universidade Federal do Para, Campus Universitario de Braganca, as branquias

foram triadas utilizando lupa estereoscopica LEICA S6D com o auxilio de agulhas.

Os espécimes de monogendideos destinados a analise de estruturas esclerotizadas foram
montados em meio de Hoyer ou Gray & Wess (Humanson, 1979; Boeger e Vianna, 2006) e
para a analise morfoldgica de drgédos internos foram corados com Tricdmico de Gomori
(Humanson, 1979; Boeger & Viana, 2006) e montados em Goma de Dammar ou balsamo do
Canada. Os espécimes foram analisados e todas as medi¢Ges foram obtidas em micrémetros
seguindo os procedimentos de Mizelle & Klucka (1953) e usando o software Leica LAS
Interactive Measurement. Os indices parasitologicos (abundancia, prevaléncia e intensidade
média) foram obtidos a partir das definicbes de Bush et al. (1997). As ilustracbes foram
preparadas com o auxilio da cdmera clara acoplada ao microscépio Leica DM 2500 com
contraste de interferéncia diferencial e Optica de contraste de fase, com o uso de caneta nanquim

e papel. A prancha final do desenho foi feita pelo programa affinity designer®©.
Anélise molecular

Para o processo de caracterizagdo molecular, um Unico espécime de monogenoideo foi
dividido em duas partes: A primeira, com a por¢do anterior do corpo contendo o 0rgao
copulatorio, foi montado em Hoyer e conservadas como material testemunho do espécime
“hologenodforo” (Pleijel et al., 2008). A segunda parte do corpo do espécime contendo o haptor
foi destinado a extracdo do DNA, realizado com o QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen, USA),

seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante, com um volume final de 30 pl.
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Para a amplificacdo gendmica, foi utilizado o gene nuclear 28S rDNA da subunidade
ribossomal maior (LSU), utilizando os pares de primers U178 e L1642 (LOCKYER et al.,
2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada conforme Soares et al. (2023a).
As PCRs foram realizadas em Matercycler® nexus (Eppendorff, Hamburgo, Alemanha) com
volume final de 25 pl e com o DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific
Wilmington, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Uma quantidade de 0,1 mM de
cada primer ¢ 3 pul do DNA extraido sera utilizada nas reagdes. Para amplificar o fragmento 28S
rDNA, o programa de PCRs foi configurado para uma desnaturacao inicial a 95 °C por 3 min,
seguido por 34 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 90 s, e um alongamento final
a 72°C por 4 min (Soares et al. 2023a). Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% em um tampdo TAE (40 mM Tris, 20 mM de &cido acético, 1 mM de EDTA)
corado com SYBRsafe® (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) ao lado
de um 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a
100 V por 30 min. Os produtos de PCR foram purificados usando o QIAquick PCR Purification
Kit (Qiagen, EUA) e o sequenciamento foi realizado com o Kit BigDye® Terminator Cycle
Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems™) em um sequenciador automatico ABI 3730
(Applied Biosystems, Califérnia, EUA) da empresa OMIKKA (Estado de Séo Paulo, Brasil),
utilizando os mesmos primers utilizados para amplificacdo do fragmento 28S rDNA, mais 0s
primers 900F, 1200R (Littlewood et al., 2000).

Analises filogenéticas

As sequéncias de DNA obtidas foram visualizadas, montadas e editadas com o programa
Sequencher 4.1.4 (Gene Codes, Ann Arbor, MI). Além das sequéncias obtidas, outras
sequéncias foram buscadas no GenBank, para a realizacdo da anéalise. Elas foram alinhadas
usando o MUSCLE implementado no Geneious v7.1.3 (Kearse et al., 2012) e o método
utilizado para a filogenia foi o de Maxima Verossimilhanca (MV). A anélise de MV foi
realizada no PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010) implementado via servidor web atgc
montpellier com topologia avaliada por bootstrap com 1000 réplicas, usando o modelo de
evolucédo selecionado pelo JModelTest v2.1.1 (Darriba et al., 2012), utilizando o critério de
informacdo de Akaike. As arvores serdo visualizadas usando o Figtree v1.3.1 (Rambaut 2008)
e as figuras preparadas usando o CorelDraw®©. A divergéncia genética foi determinada usando
a matriz do modelo p-distance no MEGA v7. (Kumar et al., 2016). Grupos de Monogenoidea
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como Pseudomurraytrematidae e Diplectanidae foram utilizados como grupos externos para
enraizar as topologias, por conta de sua relacdo filogenética proxima aos Dactylogyridae
(Boeger e Kritsky 1997, 2000; Plaisance et al., 2005).

RESULTADOS

Foram analisados 25 espécimes de Doras higuchii e desse total, 13 (52%) estavam com
as branquias parasitadas por espécimes de monogendideos. Os dados morfoldgicos,
morfométricos e genéticos do gene 28S rDNA que dao suporte a proposta de um novo tdxon de
Vancleaveus (Dactylogyridae), sédo apresentados abaixo.

Secéo taxondmica

Classe Monogenoidea Bychoswhy, 1937
Ordem Dactylogyridea Bychoswhy, 1937
Dactylogyridae Bychoswhy, 1933

Vancleaveus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986

Vancleaveus sp. n. (Fig. 1 —9)

Hospedeiro Tipo: Doras higuchii (Sabaj Pérez & Birindelli, 2008).

Localidade Tipo: Bacia do rio Xingu. llha grande - rio Xingl — Altamira (03°35°50,2”’S
52°21°22,5°W); Gorgulho da Rita - rio XingU - Altamira (03°21°15,7°’S 52°11°47,5’W); rio
Bacaja — Altamira (03°33°47,1°’S 51°36°50,3”"W).

Sitio de infestacdo: Filamentos branquiais.
Prevaléncia: 52% de 25 hospedeiros examinados.
Intensidade média: 21 parasitos por hospedeiro.
Abundéancia média: 0,5

Sequéncia de DNA: Sequéncia parcial de 1380 pb de comprimento do gene 28S rDNA de um
parasita isolado.

Descrigéo. (baseado em 15 espécimes, 10 montados em Tricromico de Gomori e 5 montados
em Hoyer): Corpo fusiforme, 269 (168 — 410; n = 14) de comprimento, excluindo o haptor, 84
(49 — 140; n = 14) de largura, ao nivel do germério (Fig. 1); Tegumento liso. Area cefalica com

lobos terminais, poucos desenvolvidos ou ausentes margem cefélica arredondada; 6rgdos da
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cabeca presentes, 3 a 4 pares; glandulas cefélicas unicelulares, bilaterais, postero-laterais a
faringe., Olhos ausentes; granulos cromaticos, presentes, ausentes, esféricos. Boca subterminal,
ventral mediana; faringe muscular, esférica 23 (30 — 14; n = 12) de didmetro; esbéfago
moderadamente alongado; cecos intestinais, confluentes posteriormente gonadas, sem
diverticulos. Poro genital medianamente ventral, anterior a0 complexo copulatério. Atrio
genital ndo esclerotizado. Génadas sobrepostas, testiculos dorsais ao germario. Reservatorio
prostatico, oviduto, glandulas de Mehlis, Utero e ovos ndo observados. Complexo copulatorio
composto por 6rgdo copulatério masculino (MCO), peca acesséria. MCO esclerotizado,
tubular, 26 (20 — 38; n = 8) de comprimento, base com tampa esclerotizada, porgdo proximal
da MCO ligeiramente sigmoide, por¢do distal afilada, linguiforme. Peca acessoria em forma
em forma de calha, servindo de guia para a porcdo distal do OCM. Testiculo saculiforme 37
(33 -41; n = 3) de comprimento, 17 (17 — 18; n = 3) de largura; vaso deferente dando volta no
ceco intestinal esquerdo; vesicula seminal dilatacdo do vaso deferente, por¢do proximal
saculiforme, porcdo mediana com alca descendente, ascendente, porcao distal bulbosa. Poro
vaginal sinistral, ventromarginal; vestibulo vaginal ndo esclerotizado, tulipiforme; canal
vaginal, muscular, curto, sigmoide; receptaculo seminal saculiforme. Germario alongado 63
(38 — 84; n =5) de comprimento, 34 (21 —53; n = 5) de largura. Vitellaria densa, estendendo-
se do esdfago até a confluéncia do ceco intestinal. Haptor hexagonal 69 (43 — 122; n = 13) de
comprimento e 71 (48 — 115; n = 13) de largura. Ancora ventral 16 (20 — 13; n = 7) na base,
42,5 (35-48; n=7) na parte interna, 39,5 (33 —44; n =7) na parte externa, com raiz superficial
bem desenvolvida, deprimida na superficie distal dotada de ranhuras; raiz profunda curta,
arredondada na superficie distal; haste longa levemente curvada; ponta curta, curvada e aguda,
se estendendo ao nivel da ponta da raiz superficial (Fig. 9). Ancora dorsal 11 (8 — 13; n = 6) na
base, 34 (28,5 — 42; n = 6) na parte interna, 34 (28 — 45; n = 6) na parte externa, com raiz
superficial bem desenvolvida, subtriangular, com dobra na base; raiz profunda curta,
arredondada na superficie distal; haste longa levemente curvada; ponta curta, curvada e aguda,
se estendendo além do nivel da ponta da raiz superficial (Fig. 8). Barra ventral 54 (34 — 68; n
= 7) de comprimento, 18 (11 — 23; n = 7) de largura, com projecdo anteromedial, porcoes
terminais dilatadas (Fig. 6). Barra dorsal 55 (31 — 66,5; n = 7) de comprimento, 13 (10 —18; n
= 6) de largura, forma de “V” aberto, com projecao posteromedial, extremidades ligeiramente
afiladas, curvada na diregéo posterior (Fig. 7). Pares de ganchos semelhantes em morfologia,
haste com dilatacdo proximal, polegar deprimido, ld&mina levemente recurvada, ponta delicada,

filamento do gancho delicado, extendendo até o limite da dilatacdo da haste. Pares de ganchos
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1, 30 (26 — 34; n = 7) de comprimento (Fig. 4); pares de ganchos 2 -4, 6, 7, 32 (26 —38; n =
35) de comprimento (Fig. 3); par de ganchos 5, 12 (10 — 16; n = 7) de comprimento (Fig. 5).
Medidas comparativas: Tabela 2.

Comentarios: Vancleaveus sp. n. assemelha-se a Vancleaveus cicinnus (Kritsky, Thatcher &
Boeger, 1986) e Vancleaveus janauacaensis (Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986) por apresentar
uma projecao na barra ventral e na barra dorsal. Entretanto, na nova espécie esta projecédo é
posteromedial, enquanto nas outras € anteromedial. Assim como o par de gancho 5 menor que
0s demais pares de ganchos; Vancleaveus sp. n. se diferencia das demais espécies congéneres
por apresentar o OCM tubular, com uma base com tampa, por¢do proximal apresenta uma

ligeira forma de “S” e a porcéo distal mais afilada, em um formato linguiforme.
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8 9

Figuras 1. Vancleaveus sp. n.: (1) hol6tipo corpo inteiro, ventral; (2) Complexo copulatorio;
(3) Ganchos 2-4, 6 e 7; (4) Gancho 1; (5) Gancho 5; (6) Barra ventral; (7) Barra dorsal; (8)

Ancora dorsal; (9) Ancora ventral
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Tabela 2. Medidas (um) de Vancleaveus sp. n. parasito das branquias de Doras
higuchii da bacia do rio Xingu.

Estruturas Medidas (pum) N
Comprimento do corpo (BL) 269 (168-410) 14
Largura do corpo (BW) 84 (49 — 140) 14
Comprimento do haptor (HL) 67 (43 - 122) 13
Largura do haptor (HW) 71 (48 — 115) 13
Comprimento da faringe (PL) 23 (14 - 30) 12
Comprimento do ocm (ML) 26 (20 — 38) 8
Comprimento da Barra ventral (VBL) 54 (34 - 68) 7
Largura da Barra ventral (VBW) 18 (11 -23) 7
Comprimento da Barra dorsal (DBL) 55 (31-66,5) 7
Largura da Barra dorsal (DBW) 13 (10 - 18) 7
Comprimento da raiz a ponta, ancora ventral (VLRP) 42,5 (35— 48) 7
Comprimento maior ancora ventral (VALO) 39,5 (33-44) 7
Base da ancora ventral (VAB) 16 (13 - 20) 7
Comprimento da raiz a ponta, ancora dorsal (DLRP) 34 (28,5 -42) 7
Comprimento maior ancora dorsal (DALO) 34 (28 — 45) 7
Base da ancora dorsal (DAB) 11 (8 - 13) 7
Comprimento do germario (GL) 63 (38 — 84) 5
Largura do germario (GW) 34 (21 -53) 5
Comprimento do testiculo (TL) 37 (33-41) 3
Largura do testiculo (TW) 17 (17 - 18) 3
Comprimento do gancho 1 (HOL) 30 (26 — 34) 7
Comprimento do gancho 2-4, 6, 7 (HOL) 32 (26 — 38) 7
Comprimento do gancho 5 (HOL) 12 (10 - 16) 7

Molecular data, evidéncia filogenética e divergéncia genética

A sequéncia parcial do 28S rDNA de Vancleaveus n. sp foi obtida com sucesso. A
analise filogenética com o método de Méaxima Verossimilhanca (MV) resultou em uma arvore
na qual a maioria dos clados apresentou suporte significativo (figura 2). No contexto
filogenético, os monogenoideos parasitas de Doradidae agruparam-se em dois clados distintos
(Clado A e Clado B). A nova espécie Vancleaveus n. sp. surgiu no Clado A, aninhada com
Vancleaveus janauacaensis Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986, a Unica espécie do género com
sequéncia disponivel no GenBank. O género Vancleaveus foi recuperado como monofilético,
porém com baixo suporte (PP = 51), e mostrou uma relacdo proxima com espécies de

Ameloblastella, parasitas de Pimelodidae e Heptapteridae, com suporte moderado (PP = 72).
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Além disso, Unibarra paranoplatensis, também parasita de Pimelodidae, surgiu como grupo
divergente inicial ao clado que inclui Vancleaveus e Ameloblastella, com bom suporte
filogenético (PP = 93). Por outro lado, as espécies de Cosmetocleitrum foram recuperadas no
Clado B como uma linhagem derivada, aninhada com espécies de Demidospermus, parasitas de

Loricariidae, mas com baixo suporte (PP = <50).

A divergéncia genética entre as sequéncias de Vancleaveus n. sp. e V. janauacaensis foi
de 15,2% (234 pb). Em comparacdo, a divergéncia genética entre as espécies de Vancleaveus e
as dos géneros de Dactylogyridae filogeneticamente relacionados (figura 2), variou de 15,1% a
15,5% (235-246 pb) para Ameloblastella e de 16,2% a 16,6% (260-262 pb) para Unibarra
(Tabela 3).
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Dactylogyridae
P

90 CE

52 Cosmetocleithrum gussevi ON982795
1()(),ﬁ"'—_cz‘osmetoc/elmrum gigas ON982794 Doradidae

Cosmetocleithrum trachydorasi MG001323
L—— cosmetocleithrum rarum ON982797
100 Cosmetocleithrum laciniatum ON982796

Cosmetocleithrum baculum o~952793|Au°he"'pte”dae

100, Cosmetocleithrum parvum ON982792
'_93|—|7 Cosmetocleithrum confusus ON982791
100 Cosmetocleithrum bifurcum KP056216

Doradidae

83

— Cosmetocleithrum bulbocirrus MG001326

Demidospermus rhinelepisi MG001324
Demidospermus spirophallus KY766954 | oricariidae
Demidospermus anus KY766957

Demidospermus prolixus KY766955

Aphanoblastella aurorae KP056239

97 66

1001 Aphanot travassosi MK358458
L—— sphanobiastelia magna MH688484
Boegeriella conica KP056226
Boegeriella ophiocirrus MK834511
DActylogyridae gen sp13 KP056230
Demidospermus mortenthaleri KP056245
DActylogyridae gen sp23 KP056232

Heptapteridae

Pimelodidae

100

Nanayella aculeatrium KP056228
4&@ Nanayella megorchis MK367407
Nanayella fluctuatrium MG001327

100,

DActylogyridae gen sp18 KP056231

DActylogyridae gen sp26 KP056234
DActylogyridae gen sp9 KP056224
Demidospermus sp11 KP056235
Heteropriapulus anchoradiatus MF116371
41005 Heteropriapulus simplex MF116372
Heteropriapulus heterotylus MF116370

Loricariidae

f’ic Trinigyrus anthus MN947622
100 Trinigyrus peregrinus MN944890

L— Trinigyrus carvakhoi MN947608

Unilatus unilatus MF102106

Urocleidoides digitabulum MT556796
Urocleidoides paradoxus MT556795
Urocleidoides sinus MT556799|Gymnotidae
Diaphorocleidus neotropicalis MZ408906
Cacatuocotyle papilionis MG832889

|Anastomidae

ICharacidae
Characithecium paranapanemense MZ408907|Characidae

3 Amelot martinae MT174171 i idaei
100 Amelob edentensis KP056255|P'me'°d'dae'dae
Amelot chavarriai KP056251|Heptapteridae
93 Vancl sp. n. n
gl Var Js janauacaensis KP05624 7|D°fad'dae
Unibarra paranoplatensis KP056219|Pimelodidaeidae
Pseudomurraytrema sp AF382059

: Pseudorhabdosynochus lantauensis AY553624
Pseudorhabdosynochus epinepheli AY553622

Murraytrema pricei DQ157672

Grupo externo

Figura 2. Filogenia molecular de Dactylogyridae estimada por Maxima verossimilhanca usando sequéncias parciais do gene 28S rDNA. Espécie

recentemente sequenciada para o presente estudo esta em negrito. O nome da espécie precede o ID da sequéncia do GenBank. Valores de suporte

bootstrap séo fornecidos acima dos ramos (valores bootstrap <50 néo relatados).
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Tabela 3. Identidades genéticas pareadas de sequéncias de 28S rDNA selecionadas de espécies
de Dactylogyridae proximamente relacionadas a espécies de Vancleveus ajustadas para dados
ausentes.

1 2 3 4 5 6
1.Unibarra paranoplatensis KP056219 262 260 258 263 266
2.Vancleaveus janauacaensis KP056247 16.6 234 251 251 246
3.Vancleaveus sp. n. 16.2 15.2 235 235 238
4.Ameloblastella chavarriai KP056251 16.2 155 147 197 202
5.4Ameloblastella edentensis KP056255 16,6 154 149 114 104
6.4Ameloblastella martinae MT174171 165 15.1 149 11.6 64

DISCUSSAO

Atualmente sdo conhecidas 23 espécies de monogendideos parasitando peixes
doradideos de trés géneros (i.e. Cosmetocleithrum, Vancleaveus e Unibarra). Todavia, como
foi apresentado aqui, essa diversidade ainda € pouco valorizada, pois apenas onze hospedeiros
doradideos foram investigados. Aqui uma nova espécie € proposta e sua rela¢do evolutiva com

linhagens de dactilogirideos neotropicais € apresentada.

O género Vancleaveus é atualmente representado por cinco espécies validas, parasitando
peixes neotropicais da ordem Siluriformes (Doradidae e Pimelodidae) com graus distintos de
especificidade. De acordo com Benovics et al. (2021), os monogendideos exibem um alto grau
de especificidade do hospedeiro. Entretanto, a especificidade parasitaria dessas espécies pode
variar de acordo com a amplitude de hospedeiros que infectam. Segundo estes autores, elas
podem ser classificadas em: estritamente especialista (parasitam somente um hospedeiro),
generalista intermediario (parasitam espécies hospedeiras ndo con-genéricas), especialista
intermediario (parasitam espécies hospedeiras con-genéricas) e generalistas (parasitam espécies

hospedeiras filogeneticamente distantes).

As espécies V. fungulus Kritsky, Thatcher & Boeger, 1986 e V. platyrhynchi Kritsky,
Thatcher & Boeger, 1986, sdo especialistas intermediarios, pois ocorrem exclusivamente em
hospedeiros da familia Pimelodidae, parasitando espécies congéneres dentro deste grupo. A
espécie V. klasseni Soares, Neto & Domingues, 2018 é especialista estrito, sendo restritos a
hospedeiros da familia Doradidae, assim como Vancleaveus sp. n. descrita aqui neste trabalho.

Por outro lado, V. cicinnus Santos & Brasil-Sato, 2006 e V. janauacaensis Kritsky, Thatcher &
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Boeger, 1986 s&o generalistas comuns, pois possuem uma distribui¢cdo mais ampla e podem
parasitar tanto Doradidae quanto Pimelodidae, familias distintas dentro da ordem Siluriformes.

O género Vancleaveus foi proposto por Kritsky et al. 1986 para acomodar
monogenoideos que infectam bagres siluriformes na bacia do Rio Amazonas. Espécies deste
género sdo caracterizadas por terem uma vesicula seminal alongada, vesicula prostética
alongada, ancoras dorsais com dobras basais conspicuas nas raizes superficiais, ganchos com
hastes infladas ao longo de todo o seu comprimento, vagina ventral compreendendo um tubo

com um funil distal discreto e gdnadas sobrepostas (Mendoza-Palmero et al., 2012).

A nova espécie apresenta diferencas morfoldgicas significativas quando comparada com
as outras espécies que parasitam especificamente doradideos, como o formato da barra dorsal
apresentando uma projecdo posteromedial com algumas ornamentacdes. Apenas V. e V.
cicinnus apresentam esta projecdo na barra, entretanto ela é anteromedial; Vancleaveus sp. n.
apresenta o 6rgdo copulatério masculino tubular, com uma base com tampa, a porc¢éo proximal
com uma leve curvatura, ligeiramente sigmoide e a porcao distal mais alongada e estreita, em
uma forma linguiforme. Enquanto V. janauacaensis apresenta OCM com cerca de um anel e
peca acessoria achatada distalmente; V. cicinnus possui o OCM em forma de “J”, com uma
ligeira curvatura e a V. klasseni apresenta OCM em forma de tubo com 2 anéis e a regido distal
conica (Kritsky, Thatcher e Boeger, 1986; Soares, Neto e Domingues, 2018).

A arvore filogenética construida com analise de MV mostra que Vancleaveus n. sp.
agrupa-se com V. janauacaensis, a espécie-tipo do género, confirmando que nossa nova espécie
pertence a Vancleaveus. Todavia, a divergéncia genética entre Vancleaveus n. sp. e Vancleaveus
janauacaensis é de 15,2% (234 pb), um valor consideravel como ja verificado dentro do grupo.
Esse nivel de divergéncia apoia a ideia de que Vancleaveus n. sp. representa uma espécie
distinta e ndo apenas uma variacdo intraespecifica. Dessa forma, a combinacdo de dados

morfolégicos e moleculares reforca a validagdo da nova espécie dentro do género.

A relagdo evolutiva entre os géneros Vancleaveus e Cosmetocleitrum é claramente
distinta, apesar de ambos ocorrerem em hospedeiros da familia Doradidae. Os dados
moleculares mostram que suas historias evolutivas seguem em caminhos diferentes. Isso fica
claro na filogenia (Figura 2), onde ambos 0s géneros aparecem em clados distintos, ou seja,
linhagens diferentes. Esse resultado esta alinhado com estudos anteriores, como Mendoza-

Palmero et al. (2015, 2022) que também indicam linhagens separadas para esses parasitas.
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A descoberta da nova espécie Vancleaveus sp. n. e sua descri¢ao neste estudo amplia a
compreensdo sobre a diversidade do género Vancleaveus, haja visto que é a primeira ocorréncia
de uma espécie deste género parasitando as branquias de Doras higuchii da bacia do rio Xingu.
O presente estudo ressalta a necessidade de mais estudos sobre a fauna de monogenéideos que
parasitam peixes neotropicais, em especial na bacia amazonica. E fundamental que futuras
investigagdes sejam realizadas utilizando além dos caracteres morfoldgicos, dados moleculares
para esclarecer as relagdes filogenéticas dentro do género e compreender melhor os padrdes de

distribuicdo desses parasitos e de seus hospedeiros.
CONCLUSAO

O presente trabalho contribuiu significantemente para o conhecimento sobre a
diversidade de espécies de monogenoideos associados a familia Doradidae nas aguas
brasileiras, em particular nas drenagens da bacia Amazénica. A obtencdo da sequéncia parcial
do 28s rDNA e a andlise filogenética, assim como os dados morfoldgicos que também
apresentaram diferencas consideraveis em relacdo as demais espécies conhecidas do género,
confirmaram a validade da nova espécie dentro do género Vancleaveus. Este achado reforca a
importancia do uso da taxonomia integrativa, que combina analises morfoldgicas e moleculares

para a identificacdo e classificagdo mais precisa dessas espécies.
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