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Resumo

Entre as subclasses do filo Platyhelminthes, Digenea é um grupo com alta diversidade morfoldgica
e ecoldgica e possivelmente 0 maior e 0 mais bem sucedido entre os endoparasitas metazoéarios.
Devido as caracteristicas peculiares do seu ciclo de vida, este grupo é de interesse significativo na
parasitologia aquatica. O presente trabalho teve como objectivo examinar as caracteristicas
morfoldgicas e morfométricas de espécimes de digenéticos encontrados na pescadinha, Sillago
sihama (Osteichthyes: Sillaginidae), com particular atencdo em caracteristicas taxonémicas. As
colectas foram realizadas entre os meses de Marco e Maio de 2024, em duas areas localizadas na
Ilha da Inhaca: o canal do mangal da Noge e em frente a Estacdo de Biologia Maritima de Inhaca
(EBMI), Distrito Municipal KaNyaka, Cidade de Maputo. O trabalho consistiu na identificagéo e
necropsia do hospedeiro e posterior colecta de parasitas. Os espécimes de digenéticos foram
colectados no trato digestivo da pescadinha, fixados e processados para o exame em microscopia
Optica, electrénica de varredura e analise molecular. Para a microscopia optica, 0s espécimes foram
fixados por compressdo em solucdo Alcool-formol-acido acético (AFA) entre 1amina e lamela e
conservados em etanol 70%; e, para microscopia electrénica de varredura os espécimes foram
preservados em etanol a 70%. Para a analise genética, os espécimes de parasitas digenéticos
colectados foram limpos em solucéo fisioldgica e preservados através de fixacdo em etanol a 96%.
Uma vez aplicada a taxonomia integrada que envolve uma combinacdo dessas técnicas, foi
evidente que os espécimes analisados constituem um tdxon ndo conhecido cuja a caracteristica
mais notavel é o maior comprimento do corpo (1513-4087 um) dentro do género, e a presenca da
bolsa de cirrus que se estende até a regido posterior a ventosa ventral diferindo assim de todos 0s
seus congeéneres. A formacdo de um clado distinto evidencia que os espécimes colectados na Baia
de Maputo, Ilha da Inhaca representam uma espécie genética e morfologicamente ndo conhecida

na ciéncia.

Palavras-chaves: Opecoelidae, Digenea, mangais, Inhaca, morfologia, genética.
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1. Introducgéo

Parasitismo é 0 modo de vida no qual o parasita vive em contacto ou dentro de outro organismo, e
é uma das formas mais bem-sucedida e disseminada entre os invertebrados enquanto parasitas
(Lucius et al., 2017). O filo Platyhelminthes Minot, 1876 representa a transicao evolutiva dos
organismos de vida livre para vida parasitaria (Roberts et al., 2009), e grande maioria sdo espécies
de vida parasitaria constituida por organismos das classes Cestoda e Trematoda (Littlewood,
2015). O filo apresenta trés classes, nomeadamente: Turbellaria, Trematoda e Cestoda (Roberts et
al., 2009).

A Classe Trematoda € um grupo morfologica e ecologicamente mais diverso entre os platelmintes
(Stephen e Overstreet, 2008). Os trematodes sdo maioritariamente hermafroditas e reproduzem-se
por fertilizacdo cruzada ou autofertilizacdo (Silva, 2017). A classe é composta por duas subclasses,
nomeadamente Digenea Carus, 1963 e Apidogastrea Faust e Tang, 1936 (Hernandez-Mena et al.,
2016). A subclasse Apidogastrea constitui 0 menor grupo e contém cerca de 61 espécies
pertencentes a 13 géneros organizados em quatro familias, sendo a subclasse Digenea a maior
delas constituida por 150 familias, 24 superfamilias e duas ordens: Diplostomida e Plagiorchiida
(Littlewood et al., 2015).

A ordem Diplostomida é a menor e menos diversificada do que a Plagiorchiida contendo
aproximadamente 1477 espécies, agrupadas em 210 géneros, 19 familias e trés
superfamilias(Littlewood et al., 2015). As espécies desta ordem parasitam o0s vertebrados
tetrapodes (hospedeiros definitivos), com excepcao de diplostomideos do sangue de peixes que
pertencem a familia Aporocotylidae Odhner, 1912 (Kostadinova e Pérez-del-Olmo, 2014). Por sua
vez, a ordem Plagiorchiida compreende uma variedade de trematodes que exibem diversas formas.
Inclui digenéticos com notaveis diferencas morfoldgicas como a auséncia ou presenca de ventosas,
cercarias com caudas simples ou bifurcadas (Cribb et al., 2003) e contém cerca de 131 familias e
21 superfamilias (Littlewood et al., 2015).

A subclasse Digenea é caracterizada por uma ventosa oral que circunda a boca e uma ventosa
ventral com a funcdo de fixacdo ao hospedeiro e para locomocdo (Makepeace et al., 2012;
Bakhoum et al., 2017). Esta subclasse é representada por endoparasitas comuns em uma variedade
de hospedeiros vertebrados (Ruppert et al., 2005).

Os digenéticos sdo um grupo de interesse significativo na parasitologia aquéatica por serem

especificos quanto ao hospedeiro e pelo seu comportamento heteroxénico (necessidade de mais de
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um hospedeiro para completar o seu complexo ciclo de vida). O ciclo de vida complexo, inclui
estagios de vida livre e parasitaria e necessita de trés hospedeiros para atingir o estagio adulto (de
Almeidaetal., 2013; Noga, 2010). Neste ciclo, os crustaceos e moluscos actuam como hospedeiros
intermediarios; os peixes sdo tanto hospedeiros intermediarios como definitivos e as aves e
mamiferos piscivoros actuam exclusivamente como hospedeiros definitivos (Noga, 2010).

Entre os platelmintes, os digenéticos sdo um grupo com maior diversidade morfologica e ecologica
(Stephen e Overstreet 2008), e possivelmente o maior e 0 mais bem sucedido grupo de
endoparasitas metazoarios com alta diversidade, com mais de 18000 espécies pertencentes a 2500
géneros organizados em 150 familias e 25 superfamilias (Bray et al., 2008; Bakhoum et al., 2017).
Registos de parasitas digenéticos em espécies de peixes continuam a crescer com descobertas de
novas caracteristicas taxonémicas e localizacdes geogréficas (Cribb et al., 2001; Bakhoum et al.,
2017; Silva, 2017)

Dentre as especies de digenéticos descritos em Mocgambique constam Masenia nkomatiensis
Dumbo, Dos Santos & Avenant-Oldewage, 2019, Glossidium pedatum (Looss, 1899),
Orientocreadium batrachoides (Tubangui, 1931) e Emoleptalea mozambiquensis (Curran et al.,
2021); Rhipidocotyle lamberti (Reimer, 1985) e R. tonimahnkei (Reimer, 1985) (Reimer, 1985;
Dumbo et al. 2019 a,b; Curran et al., 2021). Recentemente, Dumbo et al. (2024) reportaram a
ocorréncia de duas espécies novas de Rhipidocotyle na Baia de Maputo (em publicacdo).
Macuacua (2010) desenvolveu um estudo de metazoarios parasitas de peixe Serra, Scomberomorus
commersoni (Lacépede, 1800), na Baia de Maputo, contudo ndo foi concluida a identificacdo dos
espécimens de digenéticos encontrados.

O peixe Sillago sihama (Osteichthyes: Sillaginidae) localmente conhecido por pescadinha, é um
peixe comum e de importancia comercial. No geral, € um peixe de corpo alongado, focinho
pontiagudo, perfil superior da cabeca ligeiramente convexo; possui uma boca com dentes
pequenos, terminais e viliformes presentes nas mandibulas e no vomer; a primeira barbatana dorsal
€ mais alta do que a segunda, com 11 espinhos fracos; a segunda barbatana dorsal com um espinho
e 20 a 23 raios moles; uma barbatana anal com dois espinhos e 21 a 23 raios moles e possui uma
bexiga natatdria com duas extensdes pds-celébmicas (Shamsan, 2008). O corpo apresenta cor
marrom prateado e mel, com face ventral mais leve; parte terminal da barbatana caudal é escura;
uma mancha escura na base da babatana peitoral; a barbatana anal apresenta frequentemente com

uma margem branca (Philipose et al., 2017).
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Os peixes dependem do mangal durante todo ou parte do seu ciclo de vida. Trés hipdteses
principais sdo levantadas para explicar tal dependéncia: (i) reducdo da predacdo ligada a
profundidade, estrutura e turbidez; (ii) aumento da oferta de alimentos para as pds-larvas e 0s
juvenis; e (iii) abrigo em &guas calmas (ndo turbulentas) para as pos-larvas e juvenis (Blaber,
2007). O ecossistema do mangal tem importancia significativa para muitos grupos marinhos,
dentre eles os peixes e crustaceos comercialmente importantes, que servem de viveiros vitais e
aumento significativo da produtividade em aguas adjacentes (Kathiresan e Bingham, 2001).
Estudos como os de Janior e Hassane (2005), Cuinhane (2019) e Macamo et al. (2021) também
relataram a importancia do mangal para o desenvolvimento de espécies.

Para além da floresta de mangal constituir habitat para o crescimento e alimentacéo, espécies como
S. sihama também utilizam o mangal para a maturacéo e desova (Muchanga et al., 2024).

A pescadinha é um peixe omnivoro que ocupa 0s niveis mais baixos da cadeia alimentar tornando-
a de importancia ecoldgica (Vanza et al., 2022). Sua preferéncia alimentar varia com o tamanho
do peixe; alimenta-se principalmente de pequenos invertebrados benténicos como moluscos,
crustaceos e poliquetas, além de detritos organicos (Khan et al., 2014; Sawant et al., 2017).

No presente estudo, espécimes de digenéticos foram colectados no trato digestivo da pescadinha,
fixados e processados para 0 exame em microscopia Optica, electrénica de varredura e analise
molecular. A utilizacdo de técnicas combinadas visa a correcta determinacgdo taxondmica, factor
essencial para que se possa chegar as generalizacdes e conclusdes confiaveis a respeito da ecologia,
patogenicidade e epidemiologia de qualquer digenético (Vieira, 2020; Dias, 2021).

1.1. Problema de estudo

A llha de Inhaca é uma area com uma alta diversidade faunistica permitindo varias interacdes
ecologicas e facil complementacéo do ciclo de vida das espécies (Macnae e Kalk, 1969; Mabote
1997). Esta apresenta uma alta diversidade de peixes com mais de 490 espécies que constitui fonte
de alimentacéo dos habitantes da Ilha, assim como da Cidade de Maputo. Espécimes de parasitas
da familia Opecoelidae foram encontrados no intestino da pescadinha, S. sihama, colectados na
area do mangal da Noge e numa area aberta em frente da EBMI, llha da Inhaca. A identidade
desses espécimes é desconhecida. Os estudos taxondémicos de Opecolideos para além de serem
marcados por descri¢des antigas, apresentam grandes mudancas na literatura em relacéo a alocacao

nas familias e géneros (Bray et al., 2008). Actualmente, estudos relacionados a analise bioldgica
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baseiam-se ndo apenas em critérios morfoldgicos, muitas vezes intimamente ligados as condi¢fes
ambientais, mas também em técnicas moleculares como PCR que fornecem os produtos adequados
e especificos para a correcta caracterizacdo, distincdo e conservacao da diversidade genética
(Kadri, 2020)

Pergunta de pesquisa: “Os espécimes de opecolideos colectados no intestino de Sillago sihama
da Ilha de Inhaca representam uma espécie de digenético com caracteristicas morfolégicas e

moleculares distintas e ainda ndo descritas?”

1.2. Justificativa

As novas espécies de parasitas podem desempenhar papéis ecoldgicos importantes servindo de
indicadores das interacfes comunitarias e da biologia do hospedeiro (Bray, 2020; Costa, 2022)
para além do impacto que pode causar em uma comunidade bioldgica através da regulacdo de um
predador ou espécies de presa importante (Minchella e Scott, 1991; Machado, 2019). A
caracterizacdo morfoldgica e molecular permite revelar relagcdes evolutivas e as caracteristicas
fenotipicas relevantes. As combinagdes das metodologias tradicionais com as novas poderdo
solucionar os problemas evidentes nas espécies ja descritas e por descrever (Smith et al., 2008;
Dias, 2021)

2. Objectivos

2.1.Geral:
> Examinar as caracteristicas morfoldgicas, morfométricas e genéticas de digenéticos

encontrados em S. sihama, com particular atencdo em importantes caracteristicas

taxonémicas.

2.2. Especificos
» Comparar a anatomia e morfologia dos espécimes colectados e seus congéneres, por forma

a determinar a sua identidade taxondmica e sua distin¢do dentro do género;

> Caracterizar os espéecimes, geneticamente, pelo isolamento de fragmentos 5.8S rDNA e

compara-los com dados de sequéncias disponiveis no banco de sequéncias (Genbank);

> Descrever o0s espécimes colectados tendo em conta a morfometria, microscopia de luz e de

varredura;
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> Construir uma chave dicotdmica actualizada para identificacdo de espécies de
Trilobovarium spp actualmente conhecidos;

> Determinar os indices parasitarios e populacionais dos espécimes colectados em S. sihama.

3. Hipoteses

3.1. Nula
« Os espécimes de Trilobovarium sp. colectados em S. sihama representam um taxon

conhecido e descrito.

3.2. Alternativa
«» Os espécimes de Trilobovarium sp. colectados em S. sihama representam morfolégica e

geneticamente um taxon distinto e nao descrito.
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4. Revisdo bibliogréfica
Os peixes em areas tropicais costeiras e estuarinas estao frequentemente ligados aos mangais, por
estes constituirem areas de alta diversidade de espécies e inter-relagdes complexas (Blaber, 2007).
Os mangais sdo uma componente importante dos ecossistemas entre-marés pois, para além de ser
fonte de nutrientes, constitui &rea de viveiro, protec¢do da costa, local de alimentacdo e nidificacdo
e habitat para muitas espécies (de Boer et al., 2002; Muchanga et al., 2024).
Vaérios grupos de animais utilizam a floresta de mangal para fins diversos, dentre eles os peixes,
um grupo comum entre os vertebrados (Pereira, 2004). E nesse ecossistema que sio estabelecidos
varios tipos de relagBes ecoldgicas sendo uma delas, o parasitismo. A presenca de parasitas em
peixes pode comprometer seu desenvolvimento, uma vez que o parasita depende, fisioldgica e
biologicamente do seu hospedeiro (Portz et al., 2013)
A familia Opecoelidae Ozaki, 1925 é uma das maiores e mais a diversificada entre os trematodes
encontrados em teledsteos marinhos e de dgua doce em todo mundo (Cribb, 2005; Martin et al.,
2017). A familia compreende mais de 900 espécies pertencentes a 90 géneros (Bray et al., 2016).
O conceito de familia é baseado no trabalho de Ozaki (1925) que propds Opecoelus como género-
tipo e O. sphaericus Ozaki, 1925 como espécie-tipo (Cribb, 2005). A familia Opecoelidae ja foi
considerada como pertencente a superfamilia Brachycladioidea Odhner, 1905 ou Opecoeloidea
Ozaki, 1925 (vide Curran et al., 2006; Littlewood et al., 2015).
Na familia Opecoelidae existem varios géneros com elevado nimero de espécies, tais como:
Plagioporus Stafford, 1904 com cerca de 55 espécies, Podocotyle Dujardin, 1845 com 55 espécies,
Macvicaria Gibson & Bray, 1982 com 51 espécies, Coitocaecum Nicoll, 1915 com 50 espécies,
Opecoelus Ozaki, 1925 com 43 espécies, Opegaster Ozaki, 1928 com 37 espécies, Pseudopecoelus
Von Wick-len, 1946 com 37 espécies e Neolebouria Gibson, 1976 com 25 espécies (Bray et al.,
2016). Todavia, as caracteristicas distintivas entre os géneros ndo sdo consistentes, resultando em
problemas de limites e validacdo de géneros, razdo pela qual existem constantes discussdes e
discordancias (Bray et al., 2016).
Os opecoelideos ndo sdo facilmente identificados como digenéticos, sendo reconhecidos por um
conjunto de caracteristicas quase todas comuns em outras familias. No geral, os opecoelideos
possuem tegumento liso, ventosas orais e ventrais, pré-faringe e faringe, dois cecos e vesicula
excretora em forma de “I”. O sistema reprodutivo compreende de dois a dez testiculos e genitalia

terminal masculina que apresenta uma bolsa de cirro que envolve uma vesicula seminal. Os ovos
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com cerca de 40-80 mm de comprimento, sdo marrom-amarelados e operculados.
Ocasionalmente, possuem filamentos em uma ou ambas as extremidades ou sdo muito pequenos
(Cribb, 2005).

O ciclo de vida descrito para uma espécie do género-tipo e muitas outras estabelece a natureza
bioldgica da familia. Normalmente, os ovos ndo embrionados sdo eliminados nas fezes. O ovo
embriona e eclode libertando um miracidio que emerge para penetrar no caramujo prosobranquio
por penetracao activa e este é o primeiro hospedeiro intermediario. Duas geragdes de esporocistos
dentro do gastropode levam a producdo de cercérias cotilocercas, estiletes, que escapam para
infectar uma variedade de segundo hospedeiro intermediario. A metacercaria se desenvolve dentro
do segundo hospedeiro intermediario, que deve ser ingerido pelo hospedeiro definitivo para
completar a vida ciclo (Cribb, 1985). As metacercéarias dos opecoelideos sdo geralmente bem
desenvolvidas e a progénese ¢ bastante comum dentro da familia (Cribb, 2005).

Como parte da resolucdo dos géneros mais problematicos da subfamilia Plagioporinae Manter,
1947: Plagioporus, em que as espécies tinham ovario distintamente sub-esférico ou oval e vitelaria
confluente na regido anterior do corpo, e Podocotyle, as espécies tinham um ovario lobulado
(geralmente trilobado) e o ovério e vitelaria restritos a regido posterior do corpo. O género
Neolebouria foi incorporado em géneros semelhantes a Plagioporus, com um ovario
irregularmente lobulado e vitelaria confluente na regido anterior (Gibson, 1976), actuando como
um conceito intermediario entre os dois maiores géneros acima (Gibson e Bray, 1982).

Com base na combinacdo de evidéncias morfoldgicas, dados moleculares, a ecologia do
hospedeiro e a biogeografia, Martin et al. (2017) criaram o género Trilobovarium Martin, Cutmore
& Cribb, 2017 para incorporar todas as espécies com um ovario dextral, regular e geralmente
trilobado, testiculos lisos, um corpo anterior ocupando aproximadamente um ter¢co do
comprimento total do corpo, um saco cirrus que ndo estd projectado no corpo posterior e
geralmente com menos ovos e mais pequenos. Actualmente, nove espécies sdo conhecidas

infectando teledsteos marinhos segundo consta na Tabela 1.
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Tabela 1: Sumario de espécies conhecidas pertencentes ao género Trilobovarium, seus

hospedeiros e local de ocorréncia.

Espécies

Hospedeiro

Local de descrigédo

Referéncia

T. ira (Yamaguti, 1940) Martin, Cutmore &
Cribb, 2017

T. truncatum (Linton, 1940) Martin, Cutmore
& Cribb, 2017

T. diacopae (Nagaty & Abdel Aal, 1962)
Martin, Cutmore & Cribb, 2017

T. krusadaiense (Gupta, 1956) Martin,
Cutmore & Cribb, 2017

T. khalili (Ramadan, 1983) Martin, Cutmore
& Cribb, 2017

T. lineatum (Aken’Ova & Cribb, 2001)
Martin, Cutmore & Cribb, 2017

T. moretonense (Aken’Ova & Cribb, 2001)
Martin, Cutmore & Cribb, 2017

T. palauensis (Machida, 2004) Martin,
Cutmore & Cribb, 2017

T. parvvatis Martin, Cutmore e Cribb, 2017

Choerodon azurio

Cynoscion regalis,
Menticirrhus saxatilis, Morone
americana e Synodus foetens

Diacope fulviflama (hebra)

Peixe gato marinho ndo
identificado

Lethrinus mahsena

Centroberyx lineatus (Cuvier)

(Berycidae)

Gerres subfasciatus (Cuvier)
(Gerreidae)

Peixe bodido ndo identificado
(Labridae)

Lethrinus nebulosus
(Forsskal)

Japéo

Hole Massachusetts, EUA

Mar Vermelho, Egipto

Golfo de Manaar, india

Mar Vermelho, india

Proximo a llha Rottnest,
sudoeste da Australia
Ocidental

Baia de Moreton, sudoeste
de Queenslandd

Palau, Oeste de Caroline

Lizard Island, GBR

Harold (1990)

Linton (1940)

Nagaty e Aal,

(1962)

Gupta (1956);

Ramadan (1983)

Aken’Ova e Cribb
(2001)

Aken’Ova e Cribb
(2001)
Machida (2004)

Martin et al.
(2017)
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5. Metodologia
5.1. Area de estudo

A llha de Inhaca localiza-se a leste da Cidade de Maputo e enquadra-se no prolongamento dos
corddes adunares costeiros que bordejam a costa mogambicana desde a Ponta de Ouro a Baia de
Maputo, entre 26° de latitude Sul, e 33° de longitude Este; 32 km a Este da Cidade de Maputo.
Com 42 km? de éarea, tem um comprimento maximo de 12 km e largura de 6,5 km, estando
separado do continente pelo canal Golada de Santa Maria (Rebélo et al., 2013). A Ilha tem forma
de “N” invertido por causa das suas praias Norte e Sul serem profundamente recortadas pelas baias
(Jocene, 1997)

O clima da Inhaca € tropical himido moderado com duas estagdes distintas: seca e chuvosa
(Pereira et al., 2016). A estacdo chuvosa é quente designada também de verdo, compreende aos
meses de Novembro a Abril e a estacdo fria e seca (inverno), os meses de Maio a Outubro. A
temperatura da agua do mar varia de 18°C a 32°C (Mafambissa et al., 2023). A salinidade da agua
e canais associados ao mangal assim como o solo € variavel. A cada maré alta a salinidade oscila
abaixo de 35%. Nas marés mortas o pH da 4gua pode baixar até 7,6 e durante as marés vivas com
0 mangal inundando o pH atinge cerca de 8,4 (Macnae e Kalk, 1962).

A parte Oriental da Ilha é caracterizada por fortes correntes e ondas enquanto que a parte ocidental
é mais protegida. As marés sdo semi-diurnas e tém amplitude méxima de 3,1 m em marés altas
(Mafambissa et al., 2023). Parte da Inhaca constitui uma area protegida, Reserva Parcial da Ilha
da Inhaca decretada em 1965. A floresta de mangal ocupa uma area de aproximadamente 500
hectares, 12% da area total da Ilha (De Boer et al., 1999; Muacanhia, 2003) representado pelas
areas do Saco da Inhaca, Chichuane e Inguane. O Saco de Inhaca é uma area que apresenta diversos
habitats (&reas lodosas, ervas marinhas, corais, mangais e bancos de areia) e sofrem grandes
amplitudes de marés, ficando 80% da superficie imersa durante as marés baixas extremas (Kalk,
1995).

Para o presente trabalho, as colectas foram realizadas entre os meses de Marco e Maio de 2024,
em duas areas localizadas na Ilha da Inhaca: o canal do mangal da Noge e em frente da Estagéo de

Biologia Maritima de Inhaca (EBMI) e os pontos foram devidamente assinalados na Figura 1.
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Figura 1: Mapa da llha de Inhaca localizada na Cidade de Maputo, Sul de Mocambique,
mostrando sua inser¢do em Mogambique e em Africa. Dois pontos de amostragem sdo indicados
pelas ¢). Fonte: autora, 2024.
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Tabela 2: Lista dos materiais usados durante a pesquisa.

Materiais

Equipamentos

Reagentes

Material de escritorio

Placas de Petri
Tesoura
Bisturi

Pincas
Agulhas
Estufa

Luvas

Estereomicroscépio
Balanca electronica
Ictiometro

Microscopio Optico composto

Microscopio  electronico

varredura

Computador portétil (Laptop)
Emscope SC 500 (counting)

Frascos plasticos de tamanho

médio
GPS

Etanol 70, 80, 90, 95 e 100%

H20 destilada

Acetocarmina

Alcool-formol-acido acético (AFA)

Creosoto

Balsamo de Canada

Hexametildisilazano (HMDS): 40,

70 e 100%

Guia de identificacdo
Bloco de notas

Lépis de carvao
Caneta

Borracha

5.2. Amostragem

No presente estudo, as colectas foram realizadas entre os meses de Margo e Maio de 2024 em duas

areas localizadas na llha da Inhaca: o canal do mangal da Noge e em frente da Estacdo de Biologia

Maritima de Inhaca (EBMI). O peixe foi adquirido junto dos pescadores locais nos pontos

previamente designados e com o auxilio do GPS foram retiradas as coordenadas geograficas. Os

espécimes foram levados ao laboratorio da EBMI para posterior identificacdo, necropsia e colecta

de parasitas.
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5.3. Exame do hospedeiro
Incialmente, o peixe colectado foi identificado até ao nivel de espécie com auxilio do guia de
campo das espécies comerciais marinhas e de 4guas salobras de Mogcambique (Fischer et al., 1990).
De seguida foi feita a biometria (peso em gramas; P), comprimento total (CT) e o padréo (CF) em
centimetros, para complementar as informacdes referentes ao hospedeiro (Jerdnimo et al., 2020).

No presente estudo foi analisado um total de 36 espécimes pertencente a espécies S. sihama.

CT

Figura 2: Esquema de medicdes feitas em S. Sihama. Linha CT- comprimento total, medido desde
a ponta do focinho até a extremidade superior da barbatana caudal. CS- comprimento padréo,
abrange a ponta do focinho até a base da barbatana caudal. Fonte:
fishbiosystem.ru/PERCIFORMES/SILLAGINIDAE/Sillago_sihamal.html .

5.4. Colecta dos parasitas

Os peixes foram necropsiados por uma incisdo desde a regido anal até a regido anterior e de seguida
fez-se a remocao do tubo digestivo seguindo-se de exposi¢do dos 6rgdos anexos em placa de Petri
contendo agua destilada. Com o auxilio de uma tesoura sob uma lupa, fez-se uma abertura
longitudinal do tubo digestivo e o contetdo foi colocado numa placa de Petri onde foi adicionada
a solucdo fisioldgica para diluicdo do muco. Posteriormente, fez-se a colecta dos parasitas com
auxilio de um pincel e agulha, a medida em que os detritos alimentares ndo digeridos no estbmago
eram descartados;

Os espécimes de parasitas colectados pertencentes ao grupo de digenéticos foram limpos em

solucdo fisioldgica com auxilio de pincéis e conservados através da fixacdo em etanol & 96% para
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a andlise genética. Para a microscopia optica, os espécimes foram fixados por compressao em
solucdo Alcool-formol-4cido acético (AFA) entre lamina e lamela onde permaneceram durante 48
horas; uma vez comprimidos, 0s espécimes de parasitas foram conservados em etanol 70%. Para

microscopia electronica de varredura os espécimes foram conservados em etanol a 70%.

5.5. Morfologia por microscopia de luz

Os espécimes preservados em etanol 70% foram transferidos para a acetocarmina e permaneceram
por minutos para ao processo de coloracdo; uma vez corados, os parasitas foram transferidos de
acetocarmina para uma solucdo de Alcool-acido (0,5% 4cido cloridrico em 70%) para
diferenciacdo. Os parasitas passaram por uma série alcoolica de 70, 80, 90 e 96% por 15 minutos
cada e transferidos para etanol absoluto (100%) por 30 minutos para a desidratacéo.
Posteriormente, foram clarificados em creosoto e montados em balsamo de Canada (Bakke, 1986).
Foram preparadas 26 laminas que apos etiquetadas, foram colocadas a secar em uma estufa a 60°C.
Ap0s a secagem dos espécimes fez-se as medigdes.

As fotomicrografias e os parametros morfométricos foram obtidos com auxilio de AxioCAm HRc
acoplada ao microscépio composto Axionplan 2 com recurso ao software ZEN (ZEISS Efficient
Navigation). As fotomicrografias foram utilizadas para compilar as ilustracdes digitais pelo Corel
DRAW® Graphics Suite X6 software (Corel Corporation, Ottawa, Canada). Todas as medigdes
referem-se os espécimes montadas em Balsamo de Canadéa e foram apresentadas em micrémetros
(um), salvo indicacdo contréria, por um intervalo seguido pela média apresentada em parénteses
(Tabela 3).

5.6. Morfologia por microscopia electrénica de varredura (MEV)
Os espécimes conservados em etanol 70% foram gradualmente desidratados por meio de uma série
alcodlica de 70, 80, 90 e 96% por 15 minutos cada e transferidos para etanol absoluto (100%) por
30 minutos. De seguida foram transferidas para uma solugéo de hexametildisilazano (HMDS) em
concentracdo de 40% (60ml de etanol absoluto + 40 de HMDS) e 70% (30ml de etanol absoluto +
70 de HMDS) por 15 minutos cada e por HDMS absoluto (100%) por 30 min (Dos Santos et al.
2015). Os espécimes foram montados em stubs com recurso a adesivo de carbono e colocados a

secar em um secador por pelo menos 48 horas. Ap0s secagem, 0s espécimes foram cobertos por
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uma camada de ouro em um Emscope SC 500 e visualizados no microscopio electronico de

varredura a 6KV.

5.7. Extracdo de ADN, reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento
Porc¢oes de tecido de dois espécimes, um com muito (>30) e outro poucos (<30) ovos fixados em
etanol 96% foram removidos da extremidade posterior e rehidratados através de uma serie etilica
e lavados em &gua durante a noite. O Acido Desoxiribonucleico (ADN) foi extraido com recurso
ao kit E.Z.N.A.® Tissue DNA (Omega Bio-tek, Inc., GA, USA) seguindo os procedimentos do
fabricante.

Uma regiéo internal transcribed spacer (ITS) rDNA 5.8S.2 foi amplificada utilizando 81 f (5’ —
GTAACAAGGTTT CCG TAG GTG AA -3”) (Gustinelli etal., 2010) e ITS2:2 (5> -~ CCT GGT
TAG TTT CTT TTC CTC CGC — 3”) (Cribb et al., 1998). As reacgdes de PCR compreenderam
um volume total de 30ul, efectuada sob seguintes condi¢des: 5 min a 95°C seguido de 35 ciclos
por 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 52°C, 2 minutos a 72°C, e uma extensao final de 5 minutos
a 72°C. O resultado da amplificacéo foi verificada em um gel de agarose 1% impregnated com um
SafeViewTM Classic (Applied Biological Materials Inc., Richmond, Canada) e visualizados
utilizando um gel de visualizacdo SmartDocTM 2.0 e um sistema de imagem de smartphone
(Accuris instruments, Edison, NJ, USA). Amplicons foram sequenciados em ambas direcc6es
conforme Avenant-Oldewage et al. (2014).

Os dados de sequéncia obtidos foram alinhados, editados, se necessario, leituras mescladas e
comparadas usando 0 MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Os dados gerados
foram alinhados a tdxons intimamente relacionados seguindo analises da Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1990). Apenas dados cobrindo pelo menos 80% do
alinhamento foram consideradas e sequéncias idénticas para dados conspecificos foram removidas.
Dados com identificacdo duvidosa também foram excluidos. Os dados foram alinhados e refinados
manualmente no MEGA 11. Distancias genéticas representados por diferenca de pares de bases
foram calculadas usando MEGA 11. Histdrias evolutivas foram reconstruidas usando abordagens
de Neighbor-Joining (N-J) (Saitou e Nei, 1987). O modelo de substituicdo de nucleotideos
Tamura-Nei (Tamura e Nei, 1993) foi selecionado para analises o método ML usando a ferramenta
de seleccdo de modelos no MEGA 11, com distribuicdo Gamma discreta (cinco categorias)
incluida. Topologias foram suportadas por 1.000 réplicas bootstrap (Felsenstein, 1985). A
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topologia do marcador analisado é apresentada com base em Neighbor-Joining. Os nos de suporte
inconclusivo (menos de 50% de suporte bootstrap ou probabilidade posterior de 0,5) ndo foram

({32

anotados e foram marcados com hifen
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6. Resultados
Uma vez aplicada a taxonomia integrativa que envolve uma combinacéao de técnicas tais como uso
de microscopia Optica, microscopia electronica de varredura e analise molecular mostrou que os

espécimes constituem um taxon ndo conhecido.

Taxonomia

Filo: Platyhelminthes Minot, 1876

Classe: Trematoda Rudolphi, 1808

Subclasse: Digenea Carus, 1863

Ordem: Plagiorchiida La Rue, 1957

Superfamilia: Opecoeloidea Ozaki, 1925

Familia: Opecoelidae Ozaki, 1925

Subfamilia: Plagioporinae Manter, 1947

Género Trilobovarium Martin, Cutmore & Cribb, 2017

Trilobovarium sp. nov.

Descricdo: Corpo alongado com 1512,8-4086,8 (2532.7) um de comprimento por 461,2-1208,8
(828,5) um de largura; tegumento liso sem espinhos, ventosa oral subglobular, ventralmente
subterminal, aproximadamente 1/3 do tamanho da ventosa ventral com 80,8-190,1 (128,3) por
94,2-208,5 (142,7); Trés pares de papilas presentes em cada lado na margem anterior a ventosa
oral. Ventosa ventral arredondada, maior que a oral, posicionada imediatamente anterior a regido
mediana do corpo, medindo 195,5-423,9 (289) por 207,2-463,4 (299,4) largura. O lumen de
ambas ventosas com poucas papilas. Propor¢cdo de comprimento da ventosa oral versus ventosa
ventral é 1: 0,40-0,5 (1: 0,5); proporcdo da largura 1: 0,4-0,7 (1,0: 0,5). Pré-faringe curta 22,3
67,8 (45,1) em comprimento, ausente na maioria de espécimes; faringe oval com 50,3-147,3 (88,6)
por 52,5-169,7 (101,3). Eséfago ndo especializado com 77,7-320,7 (187,9) de comprimento; o
ceco intestinal bifurca-se na regido anterior em dois ramos cecais entre o poro genital e ventosa
ventral; os ramos cecais sdo uniformes em toda sua extenséo e terminam na extremidade posterior

do corpo, especificamente na margem posterior do testiculo posterior.
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Dois testiculos subovais, lisos e em tandem, ligeiramente separados, intercecais, em posicao
posterior ocupando a area central; testiculo anterior com 141,8-434,8 (276,6) por 154,7-536,5
(362,3); testiculo posterior 152-531,8 (303,5) por 161,2-500,5 (346,3); distancia pos-testicular
com 328,0-956,1 (557,4) correspondendo 22,6 % do comprimento total do corpo. Bolsa de cirrus
presente, alongado, de forma tubular, estendendo-se posteriormente até ao nivel médio do corpo
de 408,2-1085,3 (665,5) por 42,6-112,3 (66,0), posterior a ventosa ventral e sinistral; a bolsa
encerra uma vesicula seminal interna longa, oval sigmoide com 187,0-629,9 (352,7) por 31,6—
91,1 (56); ducto ejaculatério curto e simples que termina no atrio genital. Pars prostatica presente
e curtos. Celulas prostaticas elipticas envolvendo um ducto ejacutério; Ducto ejaculatétio curto
relativamente a vesicula seminal, e abre no interior do poro genital. Poro genital de formato oval,
ventral, distintamente na regido anterior a bifurcacdo, sinistral, submediano, ao nivel do esofago,
com uma textura semelhante a rendas.

Ovério dextral imediatamente pré-testicular, intercecal, com trés I6bulos, adjacente ao testiculo
anterior medindo 106,4-351,4 (208,4) por 95,9-357,7 (196,9). O ovario ocupa 0 espaco entre o
testiculo anterior e a margem posterior do Gtero proximo a regido terminal do ceco dextral.

O oviduto corre da margem anterior do ovario a partir do receptaculo seminal, passando entdo pela
glandula de Mehlis e se abre no Utero; o receptaculo seminal em forma de rim, sacular, sobreposto
pelo ovario medindo 89,3-354,2 (146,5) por 61,5-172,2 (86); canal de Laurer abre dorsalmente
no inicio do oviduto e proximo do receptadculo seminal; ducto vitelinico transverso conecta
foliculos em cada lado; vitelaria em dois campos laterais continuos a partir da margem anterior a
bifurcacdo do ceco intestinal, intra e extracecal, confluentes dorsalmente no regido anterior;
foliculos vitelinicos em formato irregular e numerosos. O Utero se estende anteriormente a partir
da margem anterior do ovario, procedendo dorsalmente a ventosa ventral e ao lado da bolsa de
cirro abrindo-se no &trio genital; metratermo ndo observado. Utero preenchido por ovos em
numero de 2276, operculados medindo 61,8-76,9 (70,6) por 29,4-55,8 (49,2). Vesicula excretora

do tipo I atingindo testiculos.

Sumario taxonémico

Hospedeiro: Sillago sihama (Forsskal, 1775) (Sillaginidae), pescadinha comum
Localidade: Mangais da llha de Inhaca, Baia de Maputo, Mogambique

Mangal da Noge: S 25° 59.943' E 032° 56.981"

Estacdo de Biologia Maritima: S 26.038452, E 32.899271
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Material-tipo: 1 holétipo e 25 paratipos
Local: Intestino.

Prevaléncia: 41,7%

Intensidade média: 2,5

Abundancia média: 1,0

Chave dicotomica para as espécies de Trilobovarium

A actualizacdo da chave dicotdmica de Martin et al. (2017) proposto no presente trabalho é baseada
na combinacao de seguintes caracteristicas morfométricas e morfologicas: comprimento do corpo,
contorno dos testiculos, posicdo do ovario em relacdo ao poro genital, bolsa de cirro, campos
vitelinicos com ou sem interrupgdo a nivel da ventosa ventral, que foram utilizadas para distinguir

as espécies de Trilobovairum.

la Corpo excedendo 2000 UM ....oueniinnii et et 2
1b Corpo ndo excedendo 2000 LM .....uietiniintt ittt e et 5
2a Testiculos 1obulados. .........oiuiii e 3
2b Testis cOmM CONLOINO 1180 ... vttt T. diacopae

38 OVALIO SINISIIAL ...\ttt e e et eaes T. khalili

3D OVArIO deXtral ... 4
4a Bolsa de cirro anterior a ventosa ventral...............coooiiiiiiiiiiii e, T.ira
4b Bolsa de cirro extendendo-se para a regido pos-ventosa ventral........ Trilobovarium n. sp.
5a Poro genital ao nivel do es0fago............oeviiiiiiiiiii T. lineatum
5b Poro genital no nivel posterior da margem posterior da faringe..........................o.eee 6

6a Vesicula excretora estende-se até ao testiculo anterior......................... T. moretonense
6b Vesicula excretora ndo atinge o testiculo anterior...............cooviiiiiiiiiiiiiiii i, 7
7a Utero estende-se para além do testiculo anterior. .............ooveviiiiiiiniiiineeeane, 8

7b Utero estende-se até 0 Nivel do OVATIo. ..............ccceeiviuiiieeeeiiieeeee, T. truncatum
8a Campos vitelinicos continuos em toda eXtensao ...............coeevvevennenn.n. T. krusadaiense
8b Campos vitelinicos com interrup¢ao no nivel da ventosa ventral................ T. palauense

18|Pagina



»P9

of >
{
3

% )
/\lﬁuﬂ'ﬂ;ﬁfg‘i’;}}%;e%
2 =

[k

&

19|Pé4gina



Figura 3: Trilobovarium n. sp. colectados no intestino da pescadinha, Sillago sihama. A. Desenho em linha de um espécime
inteiro em posicdo ventral; B. Fotomicrografias de um espécime corado pelo carmim e montado em balsamo de Canada. vo-
ventosa oral; es- esofago; pf- pré-faringe; fg-faringe; pg-poro genital; ut- Gtero; ci- ceco intestinal ; vv- ventosa ventral; bc- bolsa
de cirrus ; 00-0vo; ov- ovario; ta- testiculo anterior; tp-testiculo posterior; fv- foliculos vitelineos; ve- vesicula excretora; pe- poro
excretor.
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Tabela 3: Comparacdo de medidas morfométricas em um (salvo com indicacao) a entre espécimes da nova espécie de Trilobovarium e

de espécies anteriormente descritas.

Referéncias  Presente estudo Aken'Ova e Dronen et al. Nagaty e Aken'Ova e Ramadan Aken'Ovae Aken'Ova e Machida Martin et
Cribb (2014) Aal (1962)  Cribb (1983) Cribb Cribb (2004) (2017)
(2001) (2001) (2001) (2001)
Espécies Trilobovarium n. sp. T.ira T. truncatum T. diacopae T. T. khalili  T. lineatus T. T. palauensis  T. parvva
krusadaiense moretonensis
Comprimento  1512.83-4086.83 1900-2100 800-1.065 (898) 2.18 780-1330 1700~ 710-920 780-870 (820)  1510-1930 634-1371
do corpo (2532.72) (2000) 3100 (790) (894)
Largura do 461.16-1208.81 500-550 (530) 350-520 (447) 0.92 342-588 830- 212-259 252-316 (276)  0.62-0.73 203-499
corpo (828.549) 1050 (245) (351)
Forebody 292.81-984.45 - 198-322 (270) - - - 252— 246-285 (266) - 22-42
(534.491) 308(270) (33)%
Comprimento  80.81-190.05 (128.28) 125-130 94-107 (102) 0.23 163 210-320 57-76 (69) 77-84 (82) 0.13-0.17 79-171
VO (108)
LarguraVO  94.2-208.46 (142.65) 160 78-103 (94) 0.20 159 230-310 76-94 (84) 84-94 (87) 0.14-1.18 77—
172(123)
Comprimento  195.47-423.87 250-275 169-200(190) 0.42 245 290-530 107-143 126-180 (149) 0.07-0.10 76-227
vV (289.011) (124) (174)
LarguraVV ~ 207.23-463.4 260 187-237 (216) 0.40 321 370-510 116-136 146-187 (161)  0.10-0.13 169-297
(299.386) (128) (222)
Comprimento  50.3-147.26 (88.637) 105 54-62 (59) 0.08 71 120-130  32-49 (42) 35-48 (43) 0.07-0.10 43-71 (517
da faringe
Largura da 52.53-169.74 99-105 47-T77 (65) 0.09 65 80-110  46-54 (51) 53-59 (55) 0.10-0.13 50-90 (6¢
faringe (101.305)
Esdfago 77.73-320.67 0.1-0.12 31-91(69) 0.23 - 50 - - 0.04-0.13 4-55
(187.884)
Comprimento  408.2-1085.3 - 280-298 (289) - - 130-320 155- 182-230(208)  0.61-0.840 127-417
SC (665.513) 218(188) (252)
Largura SC 42.63-112.34 (65.999) - 36-75 (56) - - 120 38-51 (42) 51-61 (54) 10-0.15 38-110 (¢
Comprimento  141.84-434.8 - 130-148 (141) - - 180-260 69-93 (79) 80-118 (100) 0.13-1.200 43-164 (¢
TA (276.608)
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Largura TA

Comprimento
TP
Largura TP

Distancia
pos-
testicular
Comprimento
Ovério

Largura do
Oviério

Comprimento
do ovo
Largura do
ovo

154.65-536.38
(362.317)

151.97-531.75
(303.53)
161.22-500.51
(346.25)

327.98-956.11
(557.438)

106.4-351.39
(208.415)

95.89-357.67
(196.954)

61.8-76.88 (70.589)

29.35-55.766 (42.302)

145-177 (162)

117-161(138)

164-250 (198)

164-190 (175)

78-120 (102)

86-101(96)

60-70 (64)

32-39 (35)

110-210

180-260

100-180

160-210

90-240

6468

37-41

60-88 (78)

87-107(96)
82-99 (88)
129-
170(143)
78-97 (89)

69-85 (74)

52-75 (65)

27-49 (36)

128-156 (144)

117-138(126)

122-158 (137)

132-156(142)

72-115 (98)

90-115 (103)

56-72 (65)

26-42 (33)

18-0.29

0.17-0.28

0.21-0.29

12-18%

0.10-0.160

10-0.17

6673

40-48

50-184
(117)

47-196
(100)
45-198
(119)

5-29 (20)

45-125(8

43-105 (;

48-68 (5¢

28-39 (33

Abreviatura: VO- ventosa oral; VV- ventosa ventral; SC- bolsa de cirro; TA- testiculo anterior; TP- testiculo posterior.
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Figura 4: Estrutura superficial de Trilobovarium n. sp. colectado no intestino de Sillago sihama. (A)
Fotomicrografia da face ventral de um espécime inteiro de Trilobovarium n. sp.; (B) e (D). poro genital
com a bolsa de cirrus; (C). posi¢do da ventosa ventral e poro genital; (E). ventosa oral localizada na
regido anterior. Abreviaturas: bc- bolsa de cirrus; vo- ventosa oral; vv- ventosa ventral; pg- poro
genital.
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Anélise molecular

As sequéncias de fragmentos de ITS, no presente estudo, foram obtidas com sucesso para dois
espécimes de Trilobovarium. BLAST das sequéncias obtidas confirmaram a similaridade com
outra sequéncia T. parvvatis existente no banco de sequéncias (Genbank). A divergéncia evolutiva
entre as sequéncias baseada em p-distancia foi entre 0 a 193 pb. Trilobovarium n. sp. foi mais
préxima de T. parvvatis por 177 e 185 pb (48,9 4 50,5%) (vide Tabela 4). A formac¢é&o de um clado
distinto, segundo a Fig. 4, os espécimes colectados na Baia de Maputo representam uma espécie
genetica e morfologicamente ndo descrita na ciéncia.
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Tabela 4: Divergéncia de sequéncias bases no total de diferencas de pares de bases do fragmento 5.8S entre as espécies similares da familia

Opecoelidae.
Sequéncias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Pseudopycnadena

1 fischthali

2 Trilobovarium_parvvatis 44

3 Macvicaria mormyri 9 47

4 Macvicaria bartolii 10 46 1

5 Macvicaria maillardi 10 48 1 2

6 Macvicaria crassigula 10 46 1 0 2

7 Macvicaria alacris 9 45 8 9 9 9

8 Macvicaria crassigula 10 48 1 2 2 2 9

9 Gaevskayatrema perezi 47 8 9 9 9 2

10 Pachycreadium carnosum 6 46 7 8 8 8 9 6 9

11 Podocotyloides australis 21 49 22 23 23 23 24 23 24 23

12 Podocotyloides gracilis 19 49 22 23 23 23 24 23 24 23 2

13 Macvicaria dubia 9 45 4 5 5 5 8 5 8 5 24 24

14 P. citerovarium 35 51 33 34 32 34 35 34 3r 33 32 34 31

15 Macvicaria obovata 9 45 4 5 5 5 8 5 8 5 24 24 0 31

16 Magnaosimum brooksae 16 47 16 17 17 17 18 17 18 16 26 24 18 38 18

17  P. brevivesiculatus 21 49 22 23 23 23 24 23 24 23 2 4 24 30 24 28

18 Pacificreadium serrani 3% 53 37 38 37 38 39 38 39 39 23 25 37 37 37 42 23

19 Cainocreadium labracis 31 50 31 32 3 32 35 32 3% 32 23 25 30 31 30 36 23 23

20 Allopodocotyle epinepheli 25 57 28 29 29 29 30 29 30 27 24 26 30 41 30 31 25 35 28

21 Allopodocotyle heronensis 26 59 29 30 30 30 31 30 31 28 26 28 31 43 31 32 27 37 30 4
17 17 18 17 17 18 17 18 17 18

22 Trilobovarium n. sp. (+ov) 172 177 175 175 175 175 174 174 5 6 1 9 5 3 5 2 9 4 178 185 187
18 18 18 18 18 19 18 19 18 19

23 Trilobovarium n. sp. (-ov) 182 185 185 185 185 185 184 184 5 5 8 6 4 1 4 0 6 2 186 193 195 30

Abreviaces: P. citerovarium = Polypipapiliotrema citerovarium; P. brevivesiculatus = Podocotyloides brevivesiculatus; +ov = nimero de ovos superior a 30; -ov =

nimero de ovos inferior a 30.
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=5 [ MF805694.1 Podocotyloides australis

33 |- MF805691.1 Podocotyloides gracilis

37 MFB05697.1 Podocotyloides brevivesiculatus
- 00932904 1 Pacificreadium serrani

° L AJ241795 1 Cainocreadium labracis

- MNOE7859.1 Allopodocotyle epinepheli

T L MN067860.1 Allopodocotyle heronensis

MHB23852 1 Polypipapiliotrema citerovarium

63 b2 KY551560.1 Trilobovarium parwatis

g4 | Trlobovarium n. sp. (many eggs)

4 | 199 L Trilobovarium n. sp. (few eggs)

— MG813905.1 Magnaosimum brooksae

—— MF166841.1 Pseudopycnadena fischthali

FL

7 AJ241799 1 Pachycreadium carnosum

- AJ241801.1 Macvicaria alacris

38

- AJ2418001 Gaevskayatrema perezi

57 r KR149488.1 Macvicaria dubia

- JQ684149 1 Macvicaria obovata

1 — MF166835.1 Macvicaria crassigula

MF166840.1 Macvicaria mormyri

20 | KR149471.1 Macvicaria bartolii

7L AJ277372.1 Macvicaria crassigula

AJ2TT3T3 1 Macvicaria maillardi
Figura 5: Arvore filogenética pelo método Neighbor-Joining (N-J) de espécies de digenéticos

baseadas em sequéncias de (ITS) rDNA 5.8S.2 extraidas do GenBank evidenciando as novas
sequéncias serem distintas de Trilobovarium parvvatis.
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7. Discussao
Analise morfoldgica

Espécimes de Trilobovarium n. sp. foram encontrados infectando os intestinos de um peixe
tropical/subtropical, S. sihama, na Baia de Maputo. Isto corrobora com Martin et al. (2017), que
afirmaram que as espécies do género Trilobovarium s8o conhecidas de peixes
tropicais/subtropicais da regido Indo-Oeste do Pacifico, excepto T. truncatum conhecido apenas
do Oceano Atlantico e a unica de aguas temperadas. Entre os membros do Trilobovarium, trés
espécies tem um comprimento superior a 2000 um nomeadamente, T. diacopae (2180 um), T. ira
(1850-2050 pm) e T. khalili (1700-3100 um) (Nagaty e Aal, 1962; Ramadan, 1983; Martin et al.
2017). A caracteristica mais notavel da nova espécie é o maior comprimento do corpo (1513-4087
pum), diferindo assim de todos os congéneres conhecidos.

A nova especie Trilobovarium n. sp. distingue-se T. parvvatis pelo tamanho corporal mais
pequeno, um poro genital posicionado ao nivel da bifurcacdo, um corpo anterior mais comprido,
um saco de cirro mais curto e ovos mais pequenos. Trilobovarium krusadaiense ¢ distinto por
possuir um comprimento/tamanho mais curto de todas as caracteristicas medidas, exceto o corpo
anterior que é mais longo e 0s ovos que caem numa gama de tamanho semelhante (Gupta, 1956).
Trilobovarium truncatum difere de Trilobovarium n. sp. pela forma da vesicula seminal, largura e
espessura do saco de cirrus, a natureza da pars prostatica e a disposicdo entre o ducto ejaculatério
e 0 metratermo préximo ao atrio genital (Martin et al., 2017). Trilobovarium lineatum distinguem-
se de Trilobovarium n. sp. por apresentar o tamanho de corpo relativamente menor, 0s cecos
terminam mais anterior a margem posterior do testiculo posterior em pelo menos um dos lados
para além de possuir um ducto ejaculatério longo, rodeado por células glandulares (Aken'Ova e
Cribb, 2001). Trilobovarium palauense distingue-se da nova espécie Trilobovarium n. sp. por
possuir 0 espaco pos testicular menor, 12-18% do comprimento do corpo; corpo anterior mais
largo e a vesicula seminal nitidamente em forma de S (Machida, 2004).

Por sua vez, Trilobovarium ira é distinto por apresentar menor comprimento do corpo
comparativamente a Trilobovarium s. np, para além de possuir uma ventosa ventral intercecal,
localizada na parte posterior do corpo, regido central e foliculos vitelineos iniciando ao nivel do
esofago (Harold, 1990). A espécie Trilobovaium n. sp distinguem-se de T. diacopae por possuir o
poro genital distintamente na regido anterior a bifurcagdo, ao nivel do es6fago quando em T.

diacopae este é extracecal, ao nivel da bifurcacdo intestinal (Nagaty e Aal, 1962). T. khalili difere
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de Trilobovarium s. np pelo formato do corpo, apesar de alongado possui a extermidade da regido
anterior distintamente narrower do restante do corpo; apresenta um saco de cirrus de forma
triangular parcialmente sobreposta a ventosa ventral e testiculos obliquos (Ramadan 1983); e, em
T. moretonensis o formato do corpo é oval, mais amplamente arredondado posteriormente, ovos
relativamente grandes, regido pos-testicular curta e apresenta a vitelaria interrompida ao nivel da
ventosa ventral enquanto que em Trilobovarium n. sp. os foliculos vitelinicos estdo distribuidos de
forma continua, lateralmente, ocupando toda regido posterior (Aken'Ova e Cribb, 2001; Dronen et
al., 2014).

Analise genética

O presente trabalho constitui o segundo estudo a realizar a caracterizacdo genética de uma espécie
de Trilobovarium. A formacdo de um mesmo clado entre T. parvvatis e sequéncias de
Trilobovarium estudadas no presente estudo, confirma as diferencas morfoldgicas encontradas
provando ser uma espécie nao descrita.

Segundo Martin et al. (2027), o género Trilobovarium apresenta espécies com poucos ovos, em
numero abaixo de 30 unidades, enquanto o0s espécimes que apresentam mais de 30 ovos pertencem
ao género Neolebouria. No presente estudo foram colectados espécimes contendo abaixo de 30
0Vvos e outros com acima de 30 ovos. Uma vez analisadas as sequéncias genéticas, espécimes com
abaixo de 30 ovos e aqueles com acima de 30 ovos mostraram ser idénticas. Este facto mostra que
0 nimero de ovos ndo constitui uma caracteristica confidvel para a delimitacdo de géneros dentro
de uma familia.

Pelos dados obtidos no presente estudo, a divergéncia evolutiva entre as sequéncias baseada em p-
distancia mostrou ndo ser importantes para a discriminacao de espécies, sendo assim necessarios
mais estudos genéticos, incluindo de espécies de diferentes géneros da familia Opecoelidae por

forma a clarificar os seus limites e consequentemente a reclassificacdo taxonémica.
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8. Concluséo
Trilobovarium n. sp. € o primeiro relato do género para um peixe silaginideo, bem como no Oceano
indico, especialmente na Africa Austral, uma area globalmente importante pela alta biodiversidade
e endemismo, mas ainda pouco explorado. A nova espécie apenas foi reportada na llha da Inhaca,
mas sdo necessarias mais amostragens ao longo da costa mogambicana para uma compreensao
mais clara da sua distribuicdo geogréafica e possivelmente ocorréncias de outras espécies do género.
Apesar dos escassos dados moleculares para o género, a reconstrucdo filogenética permitiu
verificar a inser¢cdo da nova espécie ao genero Trilobovarium, uma vez que apenas existem dados
genéticos para a espécie-tipo, T. parvvatis. No entanto, a geracdo de mais dados moleculares é
necessaria para esclarecer a taxonomia da familia Opecoalidae. Foram calculados trés principais
parametros para a determinacdo dos indices parasitarios sendo a prevaléncia dos parasitas em
Sillago sihama de 41,2% evidenciando uma presenca significativa de parasitas na populacdo
analisada; a intensidade média parasitaria de duas-trés parasitas por individuo e a abundancia
média igual a um, refletindo a distribuicdo dos parasitas em toda populacao analisada. Estes indices
revelam uma infestacdo parasitaria moderada, com prevaléncia notavel, mas carga parasitaria

individual ndo excessiva.
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9. LimitacGes
e Auséncia de material e equipamento especializado para anélises moleculares surgindo a
necessidade de recorrer a outras instituicdes cientificas;

e Pouca disponibilidade de literatura actualizada sobre o mangal da llha de Inhaca e nimero

reduzido de estudos realizados e disponiveis sobre digenéticos em Mocambique.

10. Recomendacbes

e Realizacdo de estudos complementares, preferencialmente quantitativos, correlacionando
0 comprimento total, o peso e a relacdo entre o fator condicédo e a intensidade parasitaria

do hospedeiro.

e Realizacdo de um estudo comparativo entre diferentes florestas de mangal da Cidade de
Maputo, verificando a ocorréncia da nova espécie e a intensidade parasitaria do hospedeiro.
e Aquisicdo de material e/ou parcerias com mais institui¢des cientificas de modo a tornar
possivel a utilizacdo de técnicas combinadas para que se possa chegar as generalizacdes e

conclusdes confiaveis.
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