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RESUMO

A ocorréncia de endoparasitos em aves aquaticas é um tema relevante, pois estas sdo capazes
de promover grandes alteracBes nas dinamicas locais, devido sua elevada capacidade de
deslocamento e disperséo. O bigua (Phalacrocorax brasilianus) é uma das aves piscivoras mais
abundantes na América do Sul, sendo que no Brasil esta adaptada a diversos ecossistemas
aquaticos. Dentre estes destacamos, as paisagens naturais da reserva extrativista marinha de
Soure, composta por areas de varzeas, igap0s, campos inundaveis, manguezais com influéncia
marinha e praias estuarinas. Em seu ambiente natural, os animais podem estar dispostos a
parasitoses, como as helmintiases, logo, estudos sobre helmintos, nos permitem conhecer a
diversidade parasitaria, seus indices ecologicos de parasitismo e acrescenta dados
epidemioldgicos sobre ocorréncia e distribuicdo na regido amazoénica. Este trabalho identificou
nematddeos do género Contracaecum, parasitos de P. brasilianus (Aves, Phalacrocoracidae) do
ecossistema marajoara. Foram examinados 20 exemplares de bigués durante o periodo de abril
de 2020 a fevereiro de 2022, capturados e cedidos por pescadores ribeirinhos do municipio de
Soure. As aves foram examinadas no Laboratdrio de Histologia e Embriologia Animal - LHEA
- UFRA. Os nematddeos coletados foram quantificados para analises dos indices ecoldgicos de
parasitismo e processados para analises por microscopia de luz, eletrénica de varredura e
espécimes representativos foram utilizados para caracterizacdo molecular sempre que possivel.
Das 20 amostras analisadas, 90% (n=18) estavam parasitadas por Contracaecum spp., com
intensidade média de infeccdo de 41,2; abundancia média de 37,1 e amplitude variando de 3-
360 parasitos por hospedeiro. Quanto ao sitio de infeccdo, o ventriculo foi o 6rgdo mais
acometido pelo parasitismo causado por Contracaecum 88,9% (n=16). Analises morfoldgicas
de individuos adultos permitiram atribui-los a cinco taxons distintos: um correspondente a C.
australe, também caracterizado molecularmente, confirmando o parasitismo em P. brasilianus,
ampliando a distribuicdo geografica deste parasito, sendo este o primeiro registro da espécie no
Brasil. Além disso, analises morfoldgicas revelaram a existéncia de Contracaecum sp. 1, seus
caracteres morfoldgicos apoiam fortemente a hipdtese de se tratar de uma nova espécie do
género Contracaecum. Demais taxons identificados por meio de analises morfoldgicas foram
atribuidos a outras trés especies distintas: C. rudolphii s. 1., C. multipapillatum s. I. e C.
microcephalum confirmando a presenca destas espécies em P. brasilianus na Reserva
Extrativista Marinha de Soure, Para-Brasil.

Palavras-chave: Nematoda; Anisakidae; Contracaecum; Phalacrocorax; Marajo.



ABSTRACT

The occurrence of endoparasites in water birds is a relevant issue, as they can promote major
changes in local dynamics, due to their high capacity for displacement and dispersion. The
cormorant (Phalacrocorax brasilianus) is one of the most abundant piscivorous birds in South
America, and in Brazil it is adapted to different aquatic ecosystems. Among these, we highlight
the natural landscapes of the marine extractive reserve of Soure, composed of areas of
floodplains, igapds, flooded fields, mangroves with marine influence and estuarine beaches. In
their natural environment, animals may be prone to parasitosis, such as helminthiases, so studies
on helminths allow us to know the parasite diversity, their ecological indices of parasitism and
add epidemiological data on occurrence and distribution in the Amazon region. This work
identified nematodes of the Contracaecum genus, parasites of P. brasilianus (Aves,
Phalacrocoracidae) from the marajoara ecosystem. Twenty specimens of cormorants were
examined during the period from April 2020 to February 2022, captured and provided by
riverine fishermen in the municipality of Soure. The birds were examined at the Laboratory of
Animal Histology and Embryology - LHEA - UFRA. The nematodes collected were quantified
for analysis of ecological indices of parasitism and processed for analysis by light microscopy,
scanning electron microscopy and representative specimens were used for molecular
characterization whenever possible. Of the 20 samples analyzed, 90% (n=18) were parasitized
by Contracaecum spp., with a mean intensity of infection of 41.2; mean abundance of 37.1 and
amplitude ranging from 3-360 parasites per host. Regarding the site of infection, the ventricle
was the organ most affected by parasitism caused by Contracaecum 88.9% (n=16).
Morphological analysis of adult individuals allowed us to assign them to five distinct taxa: one
corresponding to C. australe, also molecularly characterized, confirming the parasitism in P.
brasilianus, expanding the geographic distribution of this parasite, which is the first record of
the species in Brazil. Furthermore, morphological analyzes revealed the existence of
Contracaecum sp. 1, its morphological characters strongly support the hypothesis that it is a
new species of the Contracaecum genus. Other taxa identified through morphological analysis
were assigned to three other distinct species: C. rudolphii s. I., C. multipapillatum s. I. and C.
microcephalum confirming the presence of these species in P. brasilianus in the Marine
Extractive Reserve of Soure, Para-Brazil.

Keywords: Nematoda; Anisakidae; Contracaecum; Phalacrocorax; Marajo.
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1 INTRODUCAO

Os nematddeos da familia Anisakidae podem infectar uma grande variedade de
organismos aquaticos nas varias fases de desenvolvimento do seu ciclo de vida (ANDERSON,
2000). Segundo Angeles-Hernandez et al. (2020), atualmente a familia conta com 7 géneros
validos, a saber: Anisakis, Contracaecum, Mawsonascaris, Pseudoterranova, Terranova,
Phocascaris e Sulcascaris.

O género Contracaecum Railliet e Henry, 1912 (Nematoda, Anisakidae) é o maior tdxon
dentro da familia Anisakidae, porém muitas das espécies foram inadequadamente descritas,
com descri¢des pouco detalhadas e as vezes ndo ilustradas, sendo dificil a diferenciacdo entre
espécies intimamente relacionadas (SHAMSI et al. 2009a; SHAMSI, 2014). Essa dificuldade
ndo se deve apenas a semelhanca morfologica de espécies cripticas ou irmas, mas também a
descri¢cdes inapropriadas realizadas por alguns autores, sendo que o advento de técnicas de
microscopia eletrénica de varredura e biomoleculares tornou possivel a identificacdo mais
precisa de espécies dentro do género (ABOLLO et al. 2001; SHAMSI, 2014).

A composicdo especifica de Contracaecum ainda é controversa, devido alguns autores
com base em critérios filogenéticos, terem confirmado uma grande plasticidade morfoldgica,
havendo, por vezes, formacdo de complexos de espécies cripticas, com tragos morfoldgicos ou
comportamentais indistinguiveis, mas isolados reprodutivamente, estando por estes motivos a
sistematica do género em constante revisdo (BIOLE et al. 2012).

Varios autores, utilizando caracteres morfolégicos e moleculares, tém identificado e
descrito novas espécies para o género Contracaecum, como: C. pyripapillatum Shamsi, Gasser,
Beveridge, Shabani (2008a), na Australia; C. bioccai Mattiucci, Paoletti, Olivero-Verbel,
Baldiris, Arroyo-Salgado, Garbin, Navone, Nascetti (2008), na Colémbia; C. rudolphii D e C.
rudolphii E Shamsi, Norman, Gasser, Beveridge (2009b), na Australia; C. gibsoni e C.
overstreeti Mattiucci, Paoletti, Solorzano, Nascetti (2010), na Grécia; C. australe Garbin,
Mattiucci, Paoletti, Gonzalez-Acund, Nascetti (2011), na Argentina; C. fagerholmi e C.
rudolphii F D’Amelio, Cavallero, Dronen, Barros, Paggi (2012), nos Estados Unidos e mais
recentemente C. jorgei Sardela, Mancini, Salinas, Simdes, Luque (2020), na Argentina.

Para Tavares et al. (2017), a escassez de dados sobre biodiversidade de parasitos limita
a possibilidade de abordagens ecoldgicas de conservacdo, salientando a necessidade de
fortalecimento de linhas de pesquisa sobre taxonomia, sistematica e ecologia das comunidades

de helmintos.



O género Contracaecum tem sido registrado em diferentes localidades do planeta
(BIOLE et al. 2012). Sendo parasitos de organismos aquaticos, tendo os peixes como
hospedeiros intermediarios e/ou paraténicos que se infectam ingerindo, copépodes, moluscos
gastropodes, celenterados, ctendforos e peixes menores infectados ou mesmo pela ingestéo das
larvas no estagio de vida livre e ttm como hospedeiros definitivos mamiferos aquéticos e aves
piscivoras (ANDERSON, 2000; MADI e DA SILVA, 2005; MATTIUCCI et al. 2008;
MATTIUCCI e NASCETTI, 2008; SHAMSI et al. 2009a).

Em aves aquaticas as infec¢des podem ocorrer no proventriculo, causando les6es devido
sua fixacdo no tecido, caracterizadas por Ulceras e hemorragias, podendo promover morte
celular e destruicdo do revestimento do d6rgdo, tendo potencial de contribuir para o dbito do
hospedeiro (ABOLLO et al. 2001).

Em humanos, o potencial zoonotico de Contracaecum ja foi comprovado, por meio do
registro de um caso na Australia, em que a paciente expeliu a larva ainda viva, a qual foi
identificada ap6s exame microscépico detalhado (SHAMSI e BUTCHER, 2011). A anisaquiase
ou anisaquidose € uma zoonose de origem alimentar pouco conhecida, resultado da ingestdo de
pescados contendo a forma larvar de terceiro estagio infectante, sendo sua ocorréncia
estritamente relacionada ao habito de comer peixe cru (D’AMELIO et al. 2020). Segundo
Shamsi (2020a), a infeccdo esta frequentemente relacionada ao consumo de pratos como sushi,
ceviche, sashimi e arenque em conserva, sendo que algumas ictiozoonoses podem ser graves
ou até fatais, no entanto, muitas sao leves, talvez subdiagnosticadas e, portanto, ndo estdo bem
documentadas.

Em paises da América do Sul em geral, esta doenca é pouco conhecida e considerada
uma doenca zoondtica emergente, que por falta de conhecimento da populagéo e profissionais
da saude pode estar subdiagnosticada (CASTELLANOS-GARZON et al. 2020).

Diante disso, sendo a espécie Phalacrocorax brasilianus, ave aquatica migratéria
intercontinental, que frequenta os ambientes aquaticos amazoénicos e sendo dispersora de varios
helmintos, inclusive de nematddeos do género Contracaecum, além de ser uma ave utilizada no
consumo humano, refor¢a a importancia deste estudo para o conhecimento do estado sanitario
desses animais, além claro da descricdo taxondmica de helmintos do género Contracaecum em

aves dos ecossistemas aquaticos da Reserva Extrativista Marinha de Soure.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Caracterizar os nematodeos do género Contracaecum parasitos de Phalacrocorax
brasilianus, na Reserva Extrativista Marinha de Soure (Resexmar-Soure), Ilha de Marajo, Para-

Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a ocorréncia de nematddeos Contracaecum em Phalacrocorax brasilianus;

e Analisar os sitios de infeccdo de Contracaecum em Phalacrocorax brasilianus;

e Caracterizar morfoldgica e molecularmente Contracaecum coletados de Phalacrocorax
brasilianus;

e Determinar indices ecoldgicos de parasitismo para Contracaecum de Phalacrocorax
brasilianus;

e Revisar, calcular e descrever dados sobre variacdo alométrica entre caracteres
morfolégicos em Contracaecum spp. parasitos de aves, a partir de valores disponiveis

na literatura;



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Arquipélago de Maraj6

O arquipélago de Maraj6 ¢ uma Area de Protecio Ambiental (APA-Marajo) em fungéo
do seu vasto e diverso ecossistema, abrange 12 municipios que juntos perfazem uma &rea total
de 5.904.400 hectares, cujos limites sdo dados ao norte pelo oceano Atlantico, a oeste pelo rio
Amazonas e a leste pelo Rio Para (Baia de Marajo) (BARBOSA et al. 2012). Constitui-se numa
das mais ricas regides do pais em termos de recursos hidricos e bioldgicos, formado por um
conjunto de ilhas, que, em seu todo, constitui a maior ilha fluviomarinha do mundo (BRASIL,
2007, p.12).

O Marajo é considerado uma poténcia ambiental sem precedentes e devido a sua grande
relevancia, atualmente existem oito unidades de conservacgéo na regido, entre elas, uma reserva
ecolégica (Mata do Bacurizal e do Lago Carapar(), uma reserva de desenvolvimento
sustentavel (Itatupd-Baquia), uma floresta nacional (Caxiuand), um parque estadual
(Charapucu) e quatro reservas extrativistas (Resex Mapua, Resex Terra Grande Praculba,
Resex Gurupa-Melgaco e Resex Marinha de Soure) (EULER e RAMOS, 2021). Que visam
assegurar o uso sustentavel e a conservacao dos recursos naturais renovaveis, possibilitando seu
manejo pela populacdo extrativista local, em consonancia com desenvolvimento comunitario e
a conservacdo ambiental (BARBOSA et al. 2012).

A reserva extrativista marinha de Soure (Resexmar-Soure) conta com uma area de
aproximadamente 27 mil hectares distribuidos em duas &reas descontinuas: Manguezal de
Soure (de maior extensdo) e Manguezal do Rio Saco (NEVES, 2020). Esta localizada na costa
leste da Ilha de Marajé no estuario da Bacia Amazonica, seus limites abrangem praticamente
na totalidade areas de manguezais e suas praias de aguas associadas (ICMBIO, 2018).

O municipio de Soure localizado na costa leste, porc¢éo oriental do Marajo (Figura 1),
possui area com aproximadamente 2.857 km? de extensdo e populagdo estimada de 25.752
pessoas (IBGE, 2021). Possui clima tropical umido, caracterizado por uma estagdo menos
chuvosa que compreende os meses de junho a novembro e uma estagdo mais chuvosa que vai

de dezembro a maio, com temperatura média anual de 27°C (LIMA et al. 2005).
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Figura 1- Mapa com a localizacdo do municipio de Soure e Reserva Extrativista Marinha de Soure.
MAPA DE LOCALIZAQAO DE SOURE - MARAJO/PA
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Fonte: Neves (2020).
A Resexmar-Soure apresenta um complexo de ambientes aquéaticos, alagaveis e de

transicdo, com praias estuarinas, manguezais exuberantes, dunas, igarapés, canais de mare,
varzeas, matas de igapds, associados a forte sazonalidade climética, esta sazonalidade e
variedade de ambientes estdo entre os principais responsaveis pela elevada biodiversidade
registrada na regido, sejam espécies de carater permanente ou transitorio e nesse contexto
destacam-se as espécies migratérias de aves aquéticas e limicolas, incluindo as trans
hemisféricas (ICMBIO, 2018).

3.2  Espécie Hospedeira

A familia Phalacrocoracidae conta atualmente com 42 espécies distribuidas em 3
géneros: Microcarbo, Leucocarbo e Phalacrocorax, sendo este ultimo o maior grupo da
familia, composto por 22 espécies (GILL et al. 2021). No Brasil estdo registradas apenas duas
especies de Phalacrocoracidae a saber: P. brasilianus (Gmelin, 1789) e L. bransfieldensis
(Murphy, 1936) Piacentini et al. (2015). Sendo que o unico registro de L. bransfieldensis, foi
realizado por meio da evidéncia de uma anilha recuperada de uma carcaca de ave encontrada
em 1996 no litoral norte da Bahia (LIMA et al. 2002).
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Dentro do género Phalacrocorax, o cormordo neotropical P. brasilianus (Syn. P.
olivaceus; Nannopterum brasilianus) (Figura 2) é abundante, sendo encontrado em toda regido
neotropical com ampla distribuicdo biogeografica, ocorre do sul dos Estados Unidos ao norte
das Bahamas, Cuba, noroeste do México e abrange toda Ameérica do Sul (BIRDLIFE
INTERNACIONAL, 2021).

Figura 2 — Exemplar de Phalacrocorax brasilianus em ambiente natural.

i |
“f

Fonte: https.//bixabay.cém)pht-oz{/'p03alssaro-ar-agu-orvo-marinho-404176/

No Brasil esta ave habita diferentes ambientes de agua doce e marinha (BARQUETE et
al. 2008; FARIAS et al. 2015). Estando adaptada a uma grande diversidade de ambientes, que
incluem areas de manguezais, lagos, lagoas, represas, rios, baias, mares e pantanos (ANTAS,
1994; NUNES et al. 2005; VOTTO et al. 2006; EFE et al. 2007; BRANCO, 2007; BARQUETE
et al. 2008; BRANCO et al. 2009; XAVIER e VOLCAN, 2009; MANOEL et al. 2011;
MONTEIRO et al. 2011; VIEIRA et al. 2014; SILVA et al. 2014; FARIAS et al. 2015;
CARVALHO et al. 2019; DE OLIVEIRA et al. 2019; KANTEK et al. 2020).

Possuem habitos diurnos, com base alimentar oportunista e generalista, sendo 0s peixes
(Figura 3A) uma das suas principais fontes proteicas, porem selecionam suas presas com base
na disponibilidade, aproveitando os recursos mais abundantes e faceis de capturar, alimentam-
se mergulhando para captura da presa (BARQUETE, 2008; GIL DE WEIR et al. 2011;
ALARCON et al. 2012; CONDE-TINCO e IANNACONE, 2013; OVEGARD et al. 2021;
TETTE-POMARICO et al. 2020; MORGENTHALER et al. 2021). Outros organismos
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aquaticos podem compor sua dieta como: crustaceos e moluscos (DE OLIVEIRA et al. 2019;
TETE-POMARICO et al. 2020), insetos (ALARCON et al. 2012, CASAUX et al. 2012),
anelideos (PETRACCI et al. 2009) e girinos (XAVIER; VOLCAN, 2009).

Aves piscivoras sdo reconhecidas por ocupar uma posicdo importante nas teias
alimentares marinhas, equivalente a de peixes e mamiferos maiores (ABOLLO et al. 2001). E
0 importante papel que estas desempenham como dispersoras (Figura 3B) de organismos
parasitos nos diferentes ecossistemas ja é bastante reconhecido no meio cientifico, tendo sido
estudada por varios autores (KENNEDY et al. 1986; KENNEDY 1998; BARQUETE, 2006;
FRISCH et al. 2007; VIOLANTE-GONZALEZ et al. 2015; VAN LEEUWEN et al. 2012,
2017; CARRERA-JATIVA et al. 2020).

Figura 3 — A- Espécime de Bigua jovem se alimentando de peixe cascudo (Loricariidae- Hypostomus sp.). B-
Bigué adulto defecando no ambiente aquético.

Fonte: Imagem A: https://www.flickr.com/photos/jquental/15231509017/in/photostream/ e imagem B:
http://aves-argentina.blogspot.com/2012/08/bigua-phalacrocorax-brasilianus.html.

Kennedy et al. (1986) e Kennedy (1998), afirmam que a migracédo realizada por aves
aquaticas contribui para a aquisi¢do e dispersdo de varias espécies de helmintos em diversas
areas geogréaficas. Para Van Leeuwen et al. (2017), aves piscivoras podem ser 0s principais
vetores de dispersdo de plantas e invertebrados, desempenhando um papel importante na
manutencdo da conectividade de populagdes entre bacias hidrogréficas, requerendo mais
atencéo cientifica.

Para Carrera-Jativa et al. (2020), a proximidade filogenética, habitos alimentares,
distribuicdo geografica e especificidade parasitaria, sdo determinantes para diversidade de



13

hospedeiros que podem albergar determinados taxons de parasitos. Nesse sentido Violante-
Gonzélez et al. (2015), enfatizaram a necessidade de se realizar mais estudos sobre espécies de
aves piscivoras, com intuito de conhecer uma parte importante do ciclo de vida de muitas
espécies de parasitos, que usam estas aves como hospedeiros definitivos, assim como para
determinacdo do padrdo de estruturacdo das comunidades de parasitos entre as espécies de aves
que compartilham 0 mesmo habitat e/ou habitats diferentes; e devido a sua diversidade, a classe
Aves é um 6timo grupo de hospedeiros para investigar como diferentes caracteristicas
relacionam hospedeiros e fatores ambientais que podem influenciar na riqueza da comunidade
parasitaria (LEUNG e KOPRIVNIKAR, 2016).

Estudos sobre helmintofauna de aves aquéticas sdo considerados de grande importancia,
pelo fato destes animais atuarem como hospedeiros definitivos de uma grande diversidade de
helmintos e pelo papel que estas desempenham na dispersdo de parasitos dentro dos
ecossistemas, contribuindo para que estes conquistem novos habitats, além de proporcionar a
manutenc¢do dessas espécies no ambiente (KENNEDY et al. 1986; KENNEDY, 1998).

Dentre as aves piscivoras, sabe-se que varias espécies da familia Phalacrocoracidae
atuam efetivamente como hospedeiros definitivos para espécies de nematddeos do género
Contracaecum em diferentes regides do planeta (ABOLLO et al. 2001; BARSON e
MARSHALL, 2004; TORRES et al. 2005; AMATO et al. 2006; SHAMSI et al. 2009b; AL-
MOUSSAWI e MOHAMMAD, 2011; GARBIN et al. 2011; MORAVEC e SCHOLZ, 2016;
MATTIUCCI et al. 2020; SARDELLA et al. 2020; AMOR et al. 2020).

Devido a ampla distribuicdo geografica de P. brasilianus e ao fato de todos os espécimes
examinados se apresentarem parasitados por nematddeos Contracaecum, Biolé et al. (2012),
destacaram o importante papel desta ave, hospedeiro definitivo, na dispersdo e continuidade do
ciclo de vida destes parasitos.

Sendo que em algumas regides do mundo essas aves sdo utilizadas como fonte de
proteina animal pela populacdo, como forma de variar sua dieta alimentar (CIFUENTES-
SARMIENTO e RUIZ-GUERRA, 2009, pag. 15). Este comportamento alimentar também foi
observado no local de procedéncia dos espécimes hospedeiros (P. brasilianus) utilizados no
presente estudo, onde alguns pescadores ribeirinhos (donos de currais de pesca e moradores
locais) capturam e abatem as aves que ficam presas nos currais para utilizarem como alimento
(SANTANA et al. 2022, dados ndo publicados).
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3.3  Classificacao taxonémica e caracterizacdo morfoldgica de Contracaecum Railliet e
Henry, 1912

Os nematodeos da familia Anisakidae tém como principais representantes 0os géneros
Anisakis Dujardin, 1845, Pseudoterranova Krabbe, 1878 e Contracaecum Railliet e Henry,
1912 que causam grandes preocupacfes em relacdo a seguranga alimentar, devido seus
potenciais zoonoéticos (SHAMSI, 2020a). O género Contracaecum conta com

aproximadamente 100 espécies descritas, distribuidas mundialmente (SHAMSI, 2019a).

Classe Secernentea Linstow, 1905
Ordem Spirurida Chitwood, 1933
Superfamilia Ascaridoidea Railliet e Henry, 1915
Familia Anisakidae Railliet e Henry, 1912

Género Contracaecum Railliet e Henry, 1912

Baylis (1920) avaliando a importancia das estruturas do canal alimentar na classificacdo
dos Ascaridoidea, se refere a Contracaecum por apresentar eséfago com ventriculo reduzido,
emitindo apéndice ventricular posterior, ceco intestinal presente, interlabios geralmente bem
desenvolvidos e auséncia de cristas dentigeras. Barus et al. (1978), caracterizam o género
morfologicamente por apresentarem labios sem cristas dentigeras; interlabio presente,
geralmente bem desenvolvido, ventriculo reduzido, com apéndice ventricular posterior sélido,
ceco intestinal presente, macho sem asa caudal definida, espiculos longos, alados, iguais ou
sub-iguais, fémea com vulva pré-equatorial, ovipara, parasitos de peixes, aves e mamiferos
piscivoros.

A classificacao atual de Contracaecum spp. baseia-se principalmente nas caracteristicas
morfologicas observadas ao microscopio de luz, como estruturas cefalicas, bucais e faringeanas,
detalhes cuticulares, forma e tamanho dos espiculos; extremidade posterior (papilas pré e pos-
cloacais) e formato da cauda (GARBIN, 2009).

Segundo Shamsi (2019a), esses nematodeos possuem dois cecos de diregdo oposta como
parte de seu sistema digestivo, dai a origem do nome Contracaecum, poro excretor localizado
em sua extremidade anterior. Sendo estas consideradas as caracteristicas morfologicas mais
significativas na diferenciagdo das espécies de Contracaecum do restante dos nematodeos
anisaquideos, porque sdo as mais consistentes em todos os estagios de desenvolvimento (Figura
4).
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Figura 4 - Morfologia de nematddeos Contracaecum. A- extremidade anterior de C. bancrofti mostrando anel
nervoso (an), esdfago (e), ceco intestinal (ci), ventriculo (v), apéndice ventricular (av) e intestino (i), (barra de
escala = 0,65 mm); B- visdo apical dos I&bios de C. bancrofti evidenciando labio dorsal (LD), Iabios ventro-laterais
(LVL), interlabios (IL) e papilas cefélicas (P), (barra de escala = 0,17 mm); C- extremidade posterior do macho
de C. chubutensis, vista ventral mostrando papilas pré e pos-cloacais, pm- papila mediana (barra de escala = 0,2
mm); D e E- fotomicrografias de C. pelagicum. D- vista lateroventral da regido anterior mostrando deiridio (seta),
labios, interlabios e anulagéo do colar cefalico (barra de escala = 50 um); E- cauda do macho demostrando detalhes
das papilas pré e pds-cloacais: d- papilas pré-cloacais proximais, “zona pts” (zona de estrias transversais pré-
cloacais) representa 25 estrias transversais que se iniciam no orificio cloacal e se estendem anteriormente, cobrindo
trés papilas nesta figura, b- papilas paracloacais, al e a2- papilas subventrais, a3 e a4- papilas sublaterais, p-
fasmideo (barra escala = 50 um); F- e G- fotomicrografias da regido anterior de C. pelagicum e C. chubutensis
respe

Fonte: Imagens (A-B) adaptadas de Shamsi et al. (2009a) e Shamsi, (2019a); imagem (C) adaptada de Garbin et
al. (2008); imagens (D-E) adaptadas de Garbin et al. (2007). imagens (F-G) adaptadas de Garbin, (2009).

Em seu estudo sobre afinidades morfoldgicas entre diferentes grupos dentro dos
Ascaridoidea, Fagerholm (1991), demostrou nimero e arranjo de papilas caudais e estruturas
semelhantes a papilas em machos de diferentes géneros, como forma de diferencia-los.
Caracteres de importancia sistematica também foram avaliadas, como: espiculos,
presenca/auséncia de gubernaculo, placas caudais e outras ornamentacdes, incluindo asa caudal,
asa cervical, além de caracteristicas relacionadas a morfologia esdfago-intestinal, dos labios,
interlabios, posic¢do do poro excretor e morfologia do sistema excretor.

Barson e Marshall (2004), basearam-se na presenca do apéndice ventricular, ceco
intestinal e medidas de comprimento para estabelecer diagndstico genérico por microscopia de
luz, enquanto utilizaram microscopia eletrénica de varredura para avaliar estruturas da regido
cefélica e cauda (l&bios, interlabios, nimero e arranjo de papilas caudais e espiculos) para

identificacdo especifica. Segundo Moravec e Scholz (2016), caracteristicas taxonémicas como
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estruturas cefalicas, nimero e distribuicdo de papilas pos-cloacais, fasmideo, presenga de uma
papila mediana simples no labio anterior da cloacal, bem como forma da extremidade distal dos
espiculos sdo caracteristicas distintivas entre C. rudolphii e os trés outros congéneres parasitos
de aves, C. microcephalum (Rudolphi, 1809), C. micropapillatum (Stossich, 1890) e C.
variegatum (Rudolphi, 1809).

Para Algaisi et al. (2020), caracteristicas diagndsticas consideradas para identificacdo
de espécies Contracaecum sdo: presenca dos labios, interlabios (com ou sem bifurcacao),
espiculos, forma distal dos espiculos, nimero e distribuicdo das papilas pré e pos-cloacais,
distancia da vulva a extremidade anterior e posterior e formato da cauda.

Em Biole et al. (2012), caracteristicas morfometricas e ultraestruturais dos espécimes
estudados permitiram a identificacdo da espécie C. australe parasitando P. brasilianus na
Argentina, espécie descrita anteriormente no mesmo hospedeiro por Garbin et al. (2011), no
Chile. Entretanto, os autores evidenciaram pequenas diferencas morfoldgicas como: posicao
mais anterior do anel nervoso e deiridio, ventriculo e apéndice ventricular menores, maior
namero de papilas pré-cloacais, localizacdo da vulva ligeiramente pré-equatorial e menor
tamanho dos ovos, diferencas que os autores consideraram como variantes intraespecificas, pelo
menos, até que estudos moleculares expressem o contrario.

O numero de espécies validas para o género ainda ndo esta bem estabelecido, devido a
grande dificuldade para se determinar diagnostico a nivel de taxon especifico, por conta da
grande semelhanca que os caracteres morfologicos apresentam entre diferentes espécies
(GARBIN, 2009); e ao fato de que a muitas dessas espécies foram mal descritas, tornando
assim, a identificacdo especifica bastante dificil (FAGERHOLM e GIBSON, 1987; AL-
MOUSSAWI e MOHAMMAD, 2011; SHAMSI, 2014; 2019a). Para Bermddez (2011), devido
algumas caracteristicas diagnosticas utilizadas na identificagdo morfologica das espécies
carecerem de valor interespecifico, 0 uso de ferramentas moleculares para uma identificacéo

precisa de parasitos tem ganhado grande importancia.

34 Ciclo de Vida

A identificacdo precisa de um parasito em qualquer estagio de seu ciclo de vida tem
implicacdes importantes para estudos epidemioldgicos e resolucdo de problemas taxondmicos
(KIJEWSKA et al. 2002). E nesse sentido vérias tentativas tém sido realizadas para elucidar o
ciclo de vida de Contracaecum spp., parasitos de aves (THOMAS, 1937; HUIZINGA, 1967,
BARTLETT, 1996; BARQUETE, 2006; DZIEKONSKA-RYNKO e ROKICKI, 2007;
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MORAVEC, 2009; DZIEKONSKA-RYNKO et al. 2010; DZIEKONSKA-RYNKO et al.
2013; VALLES-VEGA et al. 2017).

Thomas (1937), observou duas mudas ocorrendo no ovo de C. rudolphii, com larvas
eclodidas (presumivelmente em estagio L2) infectando peixes, ocorrendo transferéncia de larva
de peixes para peixes carnivoros maiores e cormorfes sendo infectados ao predar peixes
contendo nematodeos encistados.

Huizinga (1967), estudando o ciclo de vida de C. multipapillatum identificou apenas
uma muda ocorrendo nos ovos (L1 — L2), onde a larva eclodiu como L2. Entretanto Valles-
Vega et al. (2017), estudando o ciclo do mesmo parasito verificaram que este aparentemente
desenvolve duas mudas dentro do ovo (L1 — L2 — L3), eclodindo uma larva L3, os autores
também inferiram que a alta taxa de eclosdo e sobrevivéncia das larvas em todas as
concentragdes salinas utilizadas em seu estudo sugerem que o ciclo de vida destes parasitos
pode ocorrer em &gua doce, salobra e marinha.

Segundo Anderson (2000), fémeas fecundadas de Contracaecum depositam ovos no
trato digestivo de seus hospedeiros definitivos, que sdo expelidos junto as fezes para o ambiente
aquatico. Os ovos embrionam e as larvas de primeiro estdgio mudam para o segundo estagio e
eclodem dos ovos retendo a bainha. Estas sdo ingeridas pelos primeiros hospedeiros
intermediarios (normalmente invertebrados, especialmente copépodes), no intestino dos quais
perdem a bainha e se encistam na hemocele. Esses invertebrados sdo ingeridos pelos segundos
hospedeiro intermediarios/paraténicos (normalmente peixes) nos quais as larvas atingem o
terceiro estagio infectante (L3). O hospedeiro definitivo é infectado pela ingestdo de peixes
contendo a L3, nos quais irdo se desenvolver em larvas L4 e adultos que maturam sexualmente

e acasalam (Figura b).



18

Figura 5 - Ciclo de vida conceitual de Contracaecum multipapillatum s. I.
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Fonte: Adaptado de Bermudez (2011).

Bartlett (1996), em seu estudo sobre a morfogénese de C. rudolphii relatou que as larvas
recém eclodidas dos ovos, supostamente pertenciam ao segundo estagio larval. Contudo,
experimentos desenvolvidos por Dziekonska-Rynko e Rokicki (2007); Moravec (2009);
Dziekonska-Rynko et al. (2010); Dziekonska-Rynko et al. (2013), também com C. rudolphii
indicaram que larvas recém eclodidas pertenciam ao estagio L3; e que tanto estas larvas quanto
aquelas ainda nos ovos ja eram infectantes para copépodes e peixes, 0s quais podem ser
considerados hospedeiros metaparaténicos (hospedeiro obrigatorio em que a larva ndo sofre
muda, mas cresce) deste nematédeo (MORAVEC, 2009).

Barquete (2006), verificou que larvas de C. pelagicum eclodiram do ovo em estagio L3.
Garbin et al. (2013), tambem afirmam que as duas primeiras mudas deste parasito ocorrem no
interior do ovo eclodindo assim, no estagio L3.

Dzickonska-Rynko e Rokicki (2007), observaram que as L3 de C. rudolphii eclodidas
retinham a cuticula do estagio anterior (L2), e inferiram que o ciclo de vida de C. rudolphii

pode envolver dois ou trés hospedeiros, porém seus dados ndo foram suficientes para afirmar
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se peixes sdo hospedeiros intermedidrios obrigatorios para estes parasito. Entretanto para
Dziekonska-Rynko et al. (2010), os peixes s&o considerados hospedeiros paraténicos. Segundo
Barus et al. (2001), para larvas infectantes do nematddeo C. rudolphii, peixes participam no
ciclo como segundo hospedeiro intermediario ou paraténico obrigatdrios e, constituem até 87%
do alimento total do hospedeiro definitivo (aves piscivoras). A compreensdo dos ciclos de vida
desses parasitos é fundamental para determinar a potencial fonte de infeccéo, a fim de projetar
campanhas educacionais eficazes para varias partes interessadas e para desenvolver programas

praticos de controle e prevencdo (SHAMSI, 2020a).

3.5  Caracterizagdo molecular

O fato de os hospedeiros intermediarios/paraténicos e definitivos possuirem uma ampla
faixa de distribuicdo geogréfica, e sendo o Contracaecum considerado um parasito sem grande
especificidade em relagdo aos seus hospedeiros definitivos, influencia significativamente no
desenvolvimento dos padrbes de estruturacdo genética na populacdo (PERKINS et al. 2011;
COLE e VINEY, 2018).

Para Carrera-Jativa et al. (2020), espécies de parasitos generalistas que toleram
diferencas na fisiologia dos hospedeiros podem infectar uma grande variedade de espécies
aviarias. Desta forma, a elevada mobilidade e capacidade de dispersdo de seus hospedeiros
podem ndo s6 manter altos niveis de fluxo génico observado nesses nematddeos, mas também
aumenta-los (MATTIUCCI e NASCETTI, 2008; COLE e VINEY, 2018). E a capacidade dos
parasitos de se adaptarem a ambientes, hospedeiros u de sofrer especiacéo é afetada diretamente
pelo fluxo génico entre populacBes e deriva genética dentro delas e, entender quais fatores
controlam esses parametros, sdo fundamentais para compreensdo dos processos micro
evolutivos desses taxons (CRISCIONE et al. 2005).

Para Perkins et al. (2011), analises moleculares podem ser necessarias para entender
melhor a distribuicdo e diversidade dos parasitos entre hospedeiros, bem como para revelar a
gama e grau de especializacdo dos hospedeiros, que ndo podem ser totalmente observadas
apenas pelo estudo morfoldgico. Ainda segundo os autores a convergéncia é também um fator
que pode ser um problema para coleta de dados morfologicos para sistematica dos parasitos,
pois pode-se esperar que adaptacOes a esses ambientes comuns, as vezes engendre morfologias
convergentes entre espécies de parasitos.

Segundo Criscione et al. (2005), marcadores moleculares possuem trés usos principais

1- identificacdo de espécies conhecidas em seus estdgios de vida morfologicamente
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indistinguiveis (ovos, larvas); 2- elucidar ciclos de vida dos parasitos; 3- busca por espécies
cripticas.

Para Carlson et al. (2020), um dos principais problemas pendentes € a diversidade
criptica, fracdo de espécies ndo descritas que sdo geneticamente distintas, mas
morfologicamente indistinguiveis, ou pelo menos tdo sutilmente que sua descri¢do representa
um desafio. Nesse sentido Zhu et al. (2007), em seu estudo sobre ferramentas praticas de PCR
para delineamento de espécies cripticas de Contracaecum rudolphii s.l., demonstraram a
aplicabilidade das sequéncias de espacadores transcritos internos (ITS1-1TS2) como
marcadores ideais para estudar classificacdo e variagdo genética.

A identificacdo tradicional de espécies de nematddeos Contracaecum por estudos
morfoldgicos e morfométricos por vezes é muito dificil, devido a alta variabilidade morfologica
que pode levar a sobreposicdo consideravel de muitas caracteristicas e sua interpretacao
ambigua (SHAMSI et al. 2008a; BIOLE et al. 2012). Como observado em parasitos de
Pelecanus conspicillatus identificados inicialmente como C. multipapillatum s.1., e que ap6s
exame morfoldgico detalhado notou-se presenca de papilas pré-cloacais de formatos piriformes
ou circulares, sugerindo que estes parasitos poderiam pertencer a espécies distintas, fato
confirmado pela andlise das sequéncias ITS-1 e ITS-2 que evidenciaram dois genoétipos
distintos, que em conjunto com a pequena diferenca morfolégica observada confirmou
existéncia de duas espécies diferentes, uma ndo descrita anteriormente, denominada
formalmente como C. pyripapillatum n. sp. (SHAMSI et al. 2008a).

Por esta razdo, € essencial implementar abordagens que permitam a identificacdo precisa
de espécies (SHAMSI, 2014). Nesse sentido, a utilizacdo de maltiplos métodos parecem ser
necessarios para desenvolver uma taxonomia contemporanea, e assim, surgi a “taxonomia
integrativa”, com objetivo de integrar fontes de dados disponiveis para enquadrar os limites de
espécies (ALLGAYER et al. 2021). Objetivo que tem sido alcangado nos ultimos anos, por
meio da utilizagdo de marcadores nucleares ribossomicos e mitocondriais, ferramentas
moleculares poderosas que complementam o exame morfologico em relacéo a identificacao de
novas espécies e possibilitam a realizacdo de inferéncias sobre relagGes filogenéticas desses
parasitos (D°’AMELIO et al. 2012).

Segundo Shamsi et al. (2009a), abordagens integradas (morfoldgicas e moleculares)
utilizadas em seu estudo foram Uteis para confirmar o status taxondmico de cinco espécies de
Contracaecum na Australia. Fato também relatado por diversos outros autores, que utilizaram
técnicas taxonémicas tradicionais aliadas a abordagens moleculares e filogenéticas para a

validacdo te taxons ja descritos e/ou determinacdo de novas espécies para Contracaecum
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(NAVONE et al. 2000; LI et al. 2005; SHAMSI et al. 2008a, GARBIN et al. 2011;
SARDELLA et al. 2020).

Marcadores genéticos-moleculares de espécies anisaquideos, fornecem um meio rapido
e preciso para rastrear e identificar varios mamiferos marinhos, aves piscivoras, peixes e lulas
que servem como seus hospedeiros definitivos, intermediarios e/ ou paraténicos, dados que
fornecem informag6es importantes sobre tragos da histdria de vida, aspectos epizootioldgicos
desses parasitos e seus ciclos de vida (MATTIUCCI e NASCETTI, 2008).

Além disso, para as espécies de Contracaecum, métodos moleculares fornecem
marcadores genéticos adicionais e ferramentas praticas baseadas em PCR para identificacdo de
espécies cripticas dentro dos grupos de morfoespécies de parasitos de aves, como: C. rudolphii
sensu lato (s.l.) denominadas até entdo como: A, B, C, D, E e F e C. multipapillatum s. I.,
formado por pelo menos quatro espécies, a saber: C. pyripapillatum; C. gibsoni, C. overstreeti
e C. multipapillatum D (NADLER e HUDSPETH, 2000; NAVONE et al. 2000; ZHU et al.
2007; SHAMSI et al. 2008a; D'AMELIO et al. 2007, 2012 MATTIUCCI et al. 2010).

Porém, como relatado por Shamsi et al. (2008a), alguns estudos foram baseados apenas
em dados moleculares e ndo incluiram quaisquer dados morfol6gicos ou morfométricos; e
segundo D’Amélio et al. (2007), embora dados moleculares fornecam informacdes valiosas
sobre identidade genética das espécies de diferentes continentes, uma analise criteriosa sobre
diferenciacdo morfol6gica dentro dos complexos de espécies é necessaria para designacao
nomenclatural formal das mesmas; e que a combinacdo de ambas as técnicas devem continuar
a fazer parte da sistematica dos parasitos de forma complementar, ndo devendo se ignorar a
importancia de espécimes devidamente identificados e a necessidade de caracteristicas
diagnosticas distintivas nas descricbes das espécies, através de uma apreciacdo e estudo
cuidadoso da morfologia (PERKINS et al. 2011).

3.6 Contracaecum spp. na America do Sul

Na América do Sul até o presente momento estdo registradas 18 espécies de
Contracaecum, parasitando aves piscivoras de diversas familias (Tabela 1), sendo C.
microcephalum a espécie com maior numero de registros, C. rudolphii, C. pelagicum e C.
multipapillatum também s&o espécies bastantes relatadas em aves no subcontinente Americano.
No Brasil, a literatura consultada registra a presenca de oito espécies de Contracaecum, a saber:
C. microcephalum (Rudolphi, 1819) Baylis, 1920; C. multipapillatum (Drasche, 1882) Baylis,
1920; C. granulosum (Schneider, 1866) Baylis, 1932; C. caballeroi Bravo-Hollis, 1939; C.
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crenulatum Schuurmans-Stekhoven, 1937; C. pelagicum Johnston e Mawson, 1942 e C.
plagiaticium Lent e Freitas, 1948 (VICENTE et al. 1995a); C. rudolphii Hartwich, 1964
(VICENTE et al. 1996; AMATO et al. 2006). Sendo C. pelagicum a espécie mais registrada e
mais bem estudada no Brasil.



Tabela 1- Espécies de Contracaecum parasitos de aves de acordo com os registros feitos por diferentes pesquisadores na América do Sul. Siglas: CB- cavidade bucal; ES-
esofago; P- proventriculo; VV-ventriculo; |- intestino; ID- intestino delgado; TG- trato gastrointestinal; RP- Recuperado de pellets; NI- ndo informado.

Espécies

C. microcephalum

C. rudolphii

C. pelagicum

C. multipapillatum

C. caballeroi

C. plagiaticium

C. australe

Fonte: O autor (2022).

Hospedeiros
Ardea a. egretta, Ardea alba, Ardea cocoi, Nycticorax nycticorax,
Butorides striata, Egretta t. thula, Egretta thula, Bubulcus ibis,
Ixobrychus involucris, Syrigma sibilatrix

Phalacrocorxa brasilianus, Chroicocephalus maculipennis,
Chroicocephalus serranus, Larus dominicanus, Podiceps major,
Leucocarbo atriceps, Milvago c. temucoensis, Pelecanus thagus,
Anhinga anhinga

Spheniscus magellanicus, Spheniscus humboldti, Thalassarche
melanophris, Calonectris borealis, Eudyptes chrysocome

Ardea a. egretta, Ardea alba, Ardea cocoi, Bubulcus i. ibis,
Egretta t. thula, Nycticorax n. hoactli, Cochlearius cochlearius,
Anhinga a. anhinga

Phalacrocorax  brasilianus,  Rupornis  m. magnirostris,
Buteogallus u. urubitinga, Milvago c. chimachima, Herpetotheres
c. cachinnans, Falco s. cearae

Nycticorax n. naevius, Nycticorax n. hoactli, S. magellanicus,
Pilherodius pileatus, Sula I. leucogaster

Phalacrocorax brasilianus, Phalacrocorax gaimardi

Sitios de infecgéo

ES, V, I.ID

ES,P,V, TG

CB,ES,P, V, |,
ID, TG

ES, V, I

ES, V, I

ES,V, I, 1D

\Y

Localidades

Brasil, Argentina

Brasil, Chile, Peru

Brasil, Argentina, Chile,
Peru, Uruguai

Brasil, Argentina

Brasil, Uruguai

Brasil, Uruguai

Argentina, Chile

Referéncias

Vicente et al. 1995a; 1995b; Bernardon et al.
2017; Drago et al. 2020

Torres et al. 1983; 1991; 1993; 2000; 2005;
Vicente et al. 1996; Amato et al. 2006;
Oyarzln-Ruiz et al. 2016; Angulo-Tisoc et al.
2018; Gonzalez-Acuiia et al. 2020; Oyarzln-
Ruiz e Gonzalez-Acufia 2021

Lent; Freitas, 1948; Santos, 1984; Vicente et
al. 1995a; Garbin et al. 2007; Gonzélez-
Acuiia et al. 2008; Ederli et al. 2009; Diaz et
al. 2010; Yanez et al. 2012; Campos et al.
2013; Borges et al. 2014; Cardenas et al.
2017; Altrdo et al. 2017; Mariani et al. 2019;
Fernandez et al. 2019; De Paula et al. 2020;
Ewbank et al. 2020; Drago et al. 2020;
OyarzUn-Ruiz e Gonzalez-Acufia, 2021

Vicente et al. 1995a; 1995b; 1996; Navone et
al. 2000; Drago et al. 2020

Lent; Freitas, 1948; Pinto et al. 1994

Lent; Freitas, 1948; Vicente et al. 1995g;
1995hb; 1996; Campos et al. 2013

Garbin et al. 2011; Biolé et al. 2012; Garbin
et al. 2014; Drago et al. 2020; Oyarz(in-Ruiz
e Gonzélez-Acufia, 2021
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Tabela 1 continuacdo— Espécies de Contracaecum parasitos de aves de acordo com os registros feitos por diferentes pesquisadores na América do Sul. Siglas: CB- cavidade
bucal; ES- esdfago; P- proventriculo; V-ventriculo; I- intestino; ID- intestino delgado; TG- trato gastrointestinal; RP- Recuperado de pellets; NI- ndo informado.

C

C.

Contracaecum sp.

C
C
C
C
C.
C
C
C
C

Espécies

. chubutensis
travassosi

. ovale
. mirounga

. macronectidis
. heardi

crenulatum
. granulosum
. bioccai

. mexicanum

. jorgei

Hospedeiros

Phalacrocorax atriceps

Phalacrocorax brasilianus, Phalacrocorax
albiventer

Rollandia rolland
Spheniscus magellanicus

Macronectes giganteus
Spheniscus magellanicus

Cochlearius cochlearius
Fregata magnificens
Pelecanus occidentalis
Pelecanus occidentalis

Nannopterum (P.) brasilianus
Phalacrocorax brasilianus, Cairina moschata
domestica, Phalacrocorax albiventer, Phalacrocorax
atriceps, Phalacrocorax gaimardi, Larus
dominicanus, Spheniscus magellanicus, Spheniscus
humboldti, Phalacrocorax thagus, Pygoscelis papua,
Puffinus  puffinus, Tigrisoma sp., Tigrisoma
I. marmoratum, Phalacrocorax pileatus, Jabiru
mycteria, Ciconia maguari, C. cochlearius, Butorides
striata, Ardea a. egretta, Ardea cocoi, Busarellus
n. nigricollis, Fulica leucoptera, Rostrhamus s.
sociabilis,  Egretta t.  thula,  Nyctanassa
v. cayennensis, Nycticorax n. hoactli, Anhinga a.
anhinga, Fregata sp. Caracara Merrem, 1826, NI

Sitios de infecgéo
\Y

ES, V

P, V, I, 1D, TG, RP,
NI

Localidades

Argentina
Argentina, Uruguai

Argentina
Argentina
Chile

Chile

Brasil
Brasil
Coldmbia
Venezuela

Argentina

Brasil, Argentina, Chile

Referéncias

Garbin et al. 2008; 2011; Drago et al. 2020

Gutiérrez, 1943; Lent e Freitas, 1948; Drago et
al. 2020

Galeano e Tanzola, 2012; Drago et al. 2020
Garbin et al. 2019a; Drago et al. 2020

Oyarzun-Ruiz e Gonzalez-Acufia, 2021
Gonzalez-Acufia et al. 2008; Oyarz(n-Ruiz e
Gonzalez-Acufia, 2021

Vicente et al. 1995a

Vicente et al. 1995a
Mattiucci et al. 2008
Diaz-Ungria, 1978
Sardella et al. 2020

Torres et al. 1993; Pinto et al. 1994; Vicente et
al. 1995a; 1995b; 1996; Kreiter e Semenas,
1997; Fredes et al. 2006; 2007; Gonzalez-
Acufia et al. 2008; 2009; Diaz et al. 2011a; De
Melo et al. 2012; Mariani et al. 2019; Garbin
et al. 2019a; 2019b; Drago et al. 2020;
Oyarzin-Ruiz e Gonzéalez-Acufia, 2021;
Carvalho et al. 2021.

Fonte: O autor (2022).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1  Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi desenvolvido sob autorizago para atividades com finalidades cientificas
do ICMBIio/SISBIO n° 74195-2 (Anexo 1), e em conformidade com a Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFRA) sob protocolo de n°® 6309230520 (Anexo 2).

4.2 Procedéncia e preservacao dos hospedeiros

No periodo de junho de 2020 a abril 2022 foram adquiridos 20 exemplares de
Phalacrocorax brasilianus procedentes da zona costeira do municipio de Soure (Reserva
Extrativista Marinha de Soure) - llha de Marajé (Latitude: -0.74244°, Longitude: -48.50756°)
(Figura 6), que se encontravam aprisionadas em currais de pesca (Figura 7), sendo abatidas e
retiradas pelos donos de currais para serem utilizadas como fonte alternativa de alimento. As
aves utilizadas no presente estudo foram gentilmente cedidas pelos donos de currais de pesca
da regido.

Figura 6 — Mapa da area de estudo, com destaque para municipio de Soure (Reserva Extrativista Marinha de Soure-

Praia do Mata Fome), local de obtencéo das aves, Ilha de Maraj6, Estado do Para-Brasil.
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Fonte: O autor (2022).
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Figura 7 — Currais de pesca localizados na Praia do Mata Fome, municipio de Soure (Resexmar-Soure), local de
obtencdo das aves, llha de Marajd, Estado do Para-Brasil.

Fonte: O autor (2022).

As amostras, foram acondicionadas em sacos plasticos de forma individualizada e
mantidas refrigeradas em caixas isotérmicas com gelo, encaminhadas ao Laboratorio de
Histologia e Embriologia Animal (LHEA) do Instituto da Satde e Producdo Animal (ISPA) da
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA).

4.3 Processamento dos nematédeos

As aves foram sexadas e necropsiadas para investigacdo parasitaria de nematddeos
Contracaecum, representantes de outros filos foram fixados e armazenados de acordo com
(AMATO e AMATO, 2010).

Inicialmente foi realizada analise macroscopica dos 6rgdos da cavidade celomatica
(traqueia, pulmdo, esdfago, proventriculo, ventriculo, intestinos, figado, vesicula biliar e
cloaca). Seguido da remocao e transferéncia dos 6rgdos individualizados em placas de Petri
contendo solucdo salina (cloreto de sddio 0,9%) e observados sob estereomicroscopio LEICA
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ES2 (Figura 8). Todos os dados referentes as coletas foram registradas em uma ficha de

necropsia (Anexo 3).

Figura 8— A: Orgdos individualizados em placas de Petri e observados sob lupa. B- Estdmago de bigua contendo
espécime de peixe do género Genyatremus sp., e nematodeos do género Contracaecum. C- Estdmago de bigua
contendo espécimes de Contracaecum. (Barras de escala 1 cm).

Fonte: O a[Jtor (2022).
Espécimes de Contracaecum recuperados foram lavados em solugéo fisioldgica 0,9%

(Figura 9), quantificados e armazenados em A.F.A (Formol-Acido-Acético) para estudos
morfolégicos por microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Sendo que, alguns
espécimes representativos foram fixados em alcool etilico a 70% para analises moleculares.
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Figura 9— A: Espécimes de nematddeos Contracaecum fixados no estbmago de P. brasilianus (Barra de escala 0,5
cm). B— Espécimes de Contracaecum armazenados temporariamente em placa de Petri contendo solugdo salina de
cloreto de sodio a 0,9% (Barra de escala 1 cm).

A™ Y S A

Fonte: O Autor (2022).

4.3.1 Microscopia de luz

Os nematddeos fixados em solucdo de AFA, foram clarificados em Lactofenol de Aman
e observados em microscopio (LEICA DM 2500), com sistema de captura digital acoplada
(LEICA ICC50 HD) e desenhados em microscépio (LEICA DM 2500) com camara clara
acoplada, a partir dos quais foram obtidas fotomicrografias e desenhos morfoldgicos,

respectivamente (Figura 10).

Figura 10— A: Realizacdo de fotomicrografia de Contracaecum parasito de P. brasilianus realizada em
microscépio 6tico modelo Leica DM 2500 com sistema de captura digital. B— Desenho morfol6gico de
Contracaecum realizado em microscopio Leica DM 2500 com camara clara acoplada.

T

Fonte: O autor (202).

4.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para MEV, os nematddeos fixados em A.F.A foram lavados em &gua destilada por 1
horas, pos-fixados em tetroxido de dsmio (OsOs) a 1% por 2 horas, sendo submetidos a

desidratacdo em série crescente de etanol a partir do etanol 70% a 100% por 1 hora em cada
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bateria de alcool, posteriormente foram secos até ponto critico de CO2, montados em suporte
metalicos de aluminio (stubs), metalizados com ouro+paladium e observados em microscépio
eletronico de varredura (VEGA 3, TESCAN) no Laboratério de Microscopio Eletronica de

Varredura, anexo ao LHEA (Figura 11).

Figura 11— Realizacdo de fotomicrografia de Contracaecum por meio da técnica de microscopia eletronica de
varredura.

Fonte: O autor (2022).

4.3.3 Extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

Quatro nematddeos adultos representativos a C. rudolphii s. I. de acordo com caracteres
morfolégicos avaliados, consistindo em dois espécimes machos e duas fémeas, foram usados
para caracterizacdo genética por sequenciamento das regides do primeiro e segundo
espacadores internos transcritos do DNA ribossomal (ITS-1, ITS-2 e regido 5.8S). O rDNA foi
extraido no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal do Para, usando o kit
de extracdo de DNA Spin Tissue Mini Kit, Stratec®, seguindo-se o protocolo indicado pelo

fabricante.
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As regides ITS-1,5.8S e ITS-2 do rDNA foram amplificadas usando os iniciadores NC5
(Direto: 5° - GTA GGT GAA CCT GCG GAA GGATCATT - 3”) e NC2 (Reverso: 5° - TTA
GTTTCT TTT CCT CCG CT - 3) (ZHU et al. 1998).

O volume final da reacao foi de 25 pL, sendo 2,5 uL de tampao de reagdo (BUFF), 1 ul
de MgCly, 2 uLL de dANTP’s, 0,5 uL. de cada primer, 0,2 uL unidade de Tag-DNA polimerase,
17,3 uL de H20 e 1 uL de DNA extraido. As amostras foram processadas no termociclador
(Applied Biosystems™ ProFlex™ PCR System, 3 x 32-well), submetidas as seguintes
condicBes: 95°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto (desnaturacao), 56°C
por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensdo) e uma extenséo final a 72°C por 7
minutos. Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. O produto
de PCR foi purificado com ExoSAP-ITTM, quantificado em equipamento Nanodrop e
sequenciado usando os iniciadores NC5 e NC2 em equipamento AB 3500 Genetic Analyzer,
com geracdo de aproximadamente 700 nucleotideos cada, pela empresa ACTGene Analises

Moleculares.

4.4 ldentificacdo morfolégica

Os nematddeos coletados foram identificados de acordo com Barus et al. (1978);
Vicente et al. (1995a); Anderson (2000); Gibbons (2010) e artigos cientificos correlatos

disponiveis.

45  Analises Filogenéticas

Para as andlises filogenéticas, quinze espécies do género Contracaecum foram incluidas
No grupo interno e para 0 grupo externo, o taxon escolhido foi o género Ascaris Linnaeus, 1758
(NUmero de acesso do GenBank: JF837182). Para a reconstrucdo filogenética, foi feito o
alinhamento concatenado com sequéncias de genes ribossémicos do Espacador Interno
Transcrito (ITS1+I1TS2) utilizando os parametros do programa Muscle (Edgar, 2004) integrado
no software Geneious 7.1.3 e em seguida suas extremidades foram trimadas. O modelo
evolutivo de substituicdo nucleotidica foi determinado pelo critério de informacdo Akaike
(Akaike Information Criterion - AIC) com o programa JModelTest (Posada, 2008) e o mais

adequado escolhido foi GTR + G. As reconstruces filogenéticas foram realizadas através do
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método da Méxima Verossimilhanca (ML) na plataforma CIPRES Science Gateway
(MULLER et al. 2018).

Analises de ML foram realizadas utilizando RAXML (Guindon e Gascuel, 2003) e foi
implementada usando valores de suporte de bootstrap de 1000 repetices e apenas nés com
valores de bootstrap maiores que 70% foram considerados bem suportados. As arvores foram
visualizadas no software FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009) e editadas no software Adobe
Photoshop 21.0.2. Os calculos para verificar a divergéncia genética entre as espécies, foram
conduzidos utilizando o modelo pardmetro Kimura 2 no software MEGA 5 (KIMURA 1980,
TAMURA et al. 2011).

4.6 Indices ecoldgicos de parasitismo

Apbs coleta e fixacdo, os parasitos foram quantificados com auxilio de
estereomicroscopio para determinacdo dos indices ecoldgicos de parasitismo: prevaléncia
(P%), intensidade média de infeccdo (IMI) e abundancia média (AM), conforme equaces
abaixo, segundo (BUSH et al. 1997; BAUTISTA-HERNANDEZ et al. 2015). Os dados foram
tabulados e comparados com os dados presentes na literatura existente para cada taxon

posteriormente identificado.

P% = Numero total de aves parasitadas x100
NUmero de aves examinadas

IMI = NUmero total de parasitos
NUmero de aves infectadas

AM = Numero total de parasitos
NuUmero de aves examinadas

4.7  Destinacdo dos nematddeos apos identificacédo

Espécimes representativos (espécimes voucher) de espécies encontradas serdo
depositados na Colecéo de Invertebrados do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), Belém,

Pard, Brasil, devidamente etiquetados e numerados.
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4.8  Destinacdo das carcagas e visceras ap0s necropsia

Ap0s cada necropsia realizada, as carcacas das aves foram devidamente colocadas em
sacos para lixo bioldgico e mantidas congeladas até a coleta do material, realizada pela empresa
prestadora de servi¢o de coleta de lixo biologico da Universidade Federal Rural da Amazonia.
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5 RESULTADOS

Dos 20 exemplares aves analisadas, em 90% (n=18) foi possivel evidenciar o
parasitismo por nematodeos do género Contracaecum, com IMI de 41,2; AM=37,1 e amplitude
variando de 3-360 parasitos por hospedeiro. Em dois espécimes um macho e uma fémea néo
foram evidenciados o parasitismo por nematddeos Contracaecum. Dos 18 espécimes
parasitados 9 eram machos (50%) e 9 fémeas (50%), onde as fémeas apresentaram maior
amplitude de infeccdo variando de 10-360 parasitos, enquanto nos machos a amplitude variou
entre 3-43 parasitos por hospedeiro. Quanto a intensidade média de infecgdo (IMI) por sexo do
hospedeiro, foi observado que os valores também foram mais elevados nos hospedeiros fémeas
(59,2), do que nos machos (23,2). Quanto ao sitio de infeccdo, o ventriculo foi o 6rgdo mais
acometido pelo parasitismo causado por Contracaecum 88,9% (n=16), enquanto um espécime
apresentou parasitismo no proventriculo 55% (n=1) e um espécime apresentou
concomitantemente no proventriculo e ventriculo 5,5% (n=1). Quanto ao sexo dos nematddeos
encontrados, 24,4% (n=181) eram machos, 31,3% (n=232) fémeas e 44,3 (n=329) eram larvas.

Dentre os nematdédeos do género Contracaecum recuperados, foi possivel a
identificacdo de cinco morfotipos distintos, baseados em caracteristicas chaves para
diferenciacdo das espécies, como: comprimento total, forma e tamanho dos labios e interlabios,
presenca ou auséncia de fenda interlabial, posicdo da vulva, forma da cauda, comprimento dos
espiculos e forma da ponta distal dos espiculos, nimero e distribuicéo das papilas caudais, como
demostrado a seguir. As medi¢des estdo em milimetros (mm), a menos que indicado de outra
forma, as faixas sdo seguidas (entre parénteses) pela média e desvio padréo (x). A nomenclatura

para o padrdo das papilas caudais nos machos segue Fagerholm (1988, 1991).

Contracaecum morfotipo |

Anisakidae Railliet & Henry, 1912

Contracaecum australe Garbin, Mattiucci, Paoletti, Gonz&lez-Acufia e Nascetti, 2011
(Baseado em analises de microscopia de luz e eletrnica de varredura: (Figs. 12-16).
Morfologia Geral: corpo totalmente estriado transversalmente. Colar cefalico bem evidente
com regido lateral em forma de V sem estrias. Trés interlabios lisos ou discretamente fendidos
atingindo 4/5 do comprimento dos labios. Labios mais longos que largos, cada labio
apresentando trés incisuras apicais mediais notdrias, com duas auriculas conspicuas e lobadas

dirigidas lateralmente. Labio dorsal apresentando duas grandes papilas dirigidas lateralmente,
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l&bios ventrolaterais com uma papila grande e um anfideo bem evidente, deslocado para a linha
lateral do corpo. Deiridios com aspecto de botdo localizados ao nivel do anel nervoso ou
imediatamente posterior. Ventriculo globular, apéndice ventricular solido, ceco intestinal
desenvolvido, mais longo que o apéndice ventricular 2 a 3. Vulva pré-equatorial. Cauda com

formato conico. Fasmideo bem visivel tanto nos machos quanto nas fémeas.

Machos (Baseado em 15 espécimes): corpo 25,25 (19,71-28,89); largura na juncéo es6fago-
ventriculo 0,64 (0,43-0,83); distancia da extremidade anterior ao anel nervoso e deirideos 0,56
(0,5-0,69) e 0,69 (0,51—0,73), respectivamente. Esdfago 3,03 (2,36—3,64); Ceco intestinal 2,1
(1,5-2,66); Ventriculo 0,2 (0,11-0,24); Apéndice ventricular 0,8 (0,56—1,03); Espiculos sub-
iguais, atingindo quase metade do comprimento do corpo. Espiculos 12,08 (9,54—13,91); Cauda
0,2 (0,15-0,27). Razéo entre comprimento do corpo/ largura do corpo 39,45; Razdo entre
comprimento do corpo/comprimento do esofago 8,33; Razdo entre comprimento do corpo/
comprimento da cauda 126,2; Razdo entre comprimento do eséfago/ comprimento do ceco
intestinal 1,44; Razdo entre comprimento do es6fago/ comprimento do apéndice ventricular
3,77; Razdo entre comprimento do corpo/comprimento dos espiculos 2,1; Extremidade caudal
cbnica, contendo 27-38 pares de papilas précloacais. Zona Pts (= primeiras 25 estrias
transversas précloacais) incluindo 2 pares de papilas précloacais. Seis pares de papilas
poscloacais sendo: 2 pares paracloacais, 2 pares subventrais, 2 pares sublaterais. Um par de
fasmideos entre os dois pares de papilas sublaterais. Papila mediana bem evidente na borda
anterior da cloaca. Constricdo caudal marcada logo ap6s as papilas paracloacais. Ponta distal

do espiculo arredondada.

Fémeas (Baseado em 15 fémeas gravidicas e ovos embrionados): Comprimento 29,66
(22,1-40,94), Largura na juncdo esOfago-ventriculo 0,78 (0,59-1,09). Distancia da
extremidade anterior ao anel nervoso e deirideos 0,64 (0,48-0,76) e 0,68 (0,52—0,83),
respectivamente. Es6fago 3,98 (2,89-5,09); Ceco intestinal 2,69 (2,06—3,46); Ventriculo 0,29
(0,18-0,4); Apéndice ventricular 0,89 (0,56—1,49). Vulva pré-equatorial, localizada no
primeiro ter¢o do corpo. Distancia da extremidade anterior a vulva 10,64 (7,59—14,15). Cauda
0,37 (0,29-0,49). Um par de fasmideos distais. Didmetro do ovo embrionado 58 (55—60 pum).
Razdo entre comprimento do corpo/ largura do corpo 38; Razdo entre comprimento do
corpo/comprimento do esofago 7,45; Razdo entre comprimento do corpo/ comprimento da
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cauda 80,2; Razdo entre comprimento do es6fago/ comprimento do ceco intestinal 1,47; Razo
entre comprimento do esdéfago/ comprimento do apéndice ventricular 4,47.

Figura 12- “A-C” Fotomicrografias de luz de Contracaecum australe. Em A- vista lateral de regifo anterior onde
é possivel observar labio ventrolateral apresentando margem apical medial deprimida (cabega seta vermelha),
auricula conspicua (seta vermelha), interlabio com apice levemente fendido (cabega seta branca), colar cefalico
bem evidente (seta branca), barra de escala 100 um; B- vista lateral de parte do sistema digestério dissecado,
evidenciando o esbéfago (e), ceco intestinal bem desenvolvido (ci), ventriculo globular (v), apéndice ventricular
sélido (av) e intestino (i), barra de escala 500 um; C- vista lateral da regido caudal de um macho demostrando
constri¢do caudal (seta preta), espiculos (seta branca) e presenca da papila mediana no labio superior da cloaca
(cabeca de seta branca), barra de escala 300 pum.

Fonte: O autor (2022).
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Figura 13- “A-F” Fotomicrografias de Contracaecum australe. Em A- vista latero-apical de regido cefalica onde
se observar interlabio apresentando &pice bifido (cabega de seta), colar cefalico conspicuo (seta branca), regido
lateral do colar cefalico sem anulagdes (seta vermelha), barra de escala 50 um; B- vista lateral de regido anterior
demostrando o formato de um labio ventrolateral mais longo que largo (*), com regido apical medial marcadamente
deprimida (seta branca), interlabios com &pice bifido (cabeca de seta), colar cefalico com auséncia de anulages
na sua regido lateral (seta vermelha), barra de escala 50 um; C- vista lateral da cauda de uma fémea evidenciando
o fasmideo (f), barra de escala 100 pm; D- vista ventral da mesma cauda de fémea evidenciando o anus (a) e
fasmideos (setas brancas), barra de escala 200 um; E- vista lateral demonstrando formato da vulva (v), barra de
escala 100 pm. F- ovos de barra de escala 50 pum.
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Fonte: O autor (2022).
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Figura 14- “A-D” Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura de Contracaecum australe. Em A-
vista latero-apical evidenciando interlabios com éapice bifido (cabeca de seta), colar cefalico marcado, com
auséncia de anulac6es na regido lateral, em forma de V (*), labio ventrolateral evidenciando as auriculas (setas),
barra de escala 50 um; B- vista apical evidenciando o labio dorsal com presenca de duas papilas grandes (setas),
regido apical medial com presenca de trés depressdes nitidas (*) e auriculas conspicuas (cabecas de seta branca),
interlabios com apice bifido (cabegas de seta vermelha), barra de escala 25 um; C- vista lateral da cauda de um
macho demonstrando a constri¢do caudal logo ap6s os pares de papilas paracloacais (seta vermelha) e espiculos
com ponta distal livre (setas brancas), barra de escala 100 um; D- vista ventral da cauda de uma fémea
evidenciando a forma c6nica, o anus (seta branca) e fasmideo (f), barra de escala 50 pum.

Fonte: O autor (2022).
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Figura 15- “A-B” Microscopia eletrénica de varredura de Contracaecum australe macho. Em A- vista apical
demonstrando a presenca de dois interlabios sem ponta fendida (seta vermelha) e um interlabio apresentando apice
fendido (seta branca), labios com regido apical medial apresentando trés depressdes (seta tripla), auriculas nitidas
(cabecas de seta branca), labio dorsal com duas papilas grandes (*), labios ventrolaterais apresentando uma papila
grande (cabeca de seta preta) e um anfideo deslocado para regido lateral do corpo (seta preta) barra de escala 20
pum; B- vista ventrolateral da cauda evidenciando a constricdo caudal marcada logo ap6s os pares de papilas
paracloacais (p), dois pares de papilas subventrais (sv), dois pares de papilas sublaterais (sl) e fasmideo (f)
localizado entre as papilas sublaterais, presenga de papila mediana (pm) no labio superior da cloaca (seta) e zona

pts contendo 2 papilas, barra de escala 25 pm.
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Fonte: O autor (2022).

Figura 16- “A-B” Microscopia eletronica de varredura de Contracaecum australe macho. Em A- vista dorsolateral
evidenciando labio dorsal (*), regido lateral do colar cefélico sem anulagdes em formato de V (L), presenga de
deiridio em forma de botéo, com superficie lisa (d), barra de escala 50 um; B- vista lateral da cauda onde é possivel
observar 32 papilas distribuidas em fileira Unica ao longo do corpo do parasito, barra de escala 250 pum.

Fonte: O autor (2022).



Figura 17— Arvore filogenética por critério de Maxima Verossimilhanca (ML) de Contracaecum spp., baseada em sequéncias génicas ribossémicas do Espacador Interno
Transcrito (ITS-1+1TS-2) e utilizando Ascaris sp. como grupo externo. Nimeros em ramos representam valores de bootstrap que foram maiores que 70%
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Tabela-2. Estimativas de Divergéncia Evolutiva entre Sequéncias de espécies de Contracaecum.
O ndmero de substitui¢des de base por sitio entre as sequéncias é mostrado. As analises foram realizadas usando o modelo de 2 pardmetros Kimura (1980). Esta analise envolveu
24 sequéncias de nucleotideos. Todas as posi¢cGes ambiguas foram removidas para cada par de sequéncia (opcao de delecdo em pares). Havia um total de 810 posi¢bes no
conjunto de dados final. As andlises evolutivas foram realizadas no MEGAS5 Tamura et al. (2011).

Ascaris
Cmu
Cha
Cmi
Cfa
Cse
Chi
Cch
C1321
Cau
CrA
Cva
CrC
CrC1
Ceu
CrB
CrE
CrD
CrF
Cog
Cmul

Cpy
Cov

Fonte: O autor (2022).

Ascaris

45%
53%
47%
49%
47%
48%
47%
47%
47%
48%
48%
48%
48%
48%
48%
48%
48%
48%
48%
55%
58%
56%

Cmu

44%
41%
42%
38%
40%
38%
39%
39%
37%
39%
371%
371%
39%
38%
38%
39%
39%
38%
50%
56%
51%

Cha

25%
25%
24%
24%
23%
23%
23%
23%
24%
23%
23%
24%
22%
23%
24%
24%
23%
35%
43%
40%

Cmi

14%
12%
14%
13%
13%
13%
13%
12%
13%
13%
14%
12%
13%
13%
13%
12%
35%
42%
38%

Cfa

6%
4%
6%
7%
7%
7%
6%
6%
6%
6%
5%
6%
7%
6%
6%
36%
40%
37%

Cse

6%
5%
6%
6%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
6%
5%
5%
35%
40%
36%

Cbi

6%
6%
6%
6%
6%
6%
6%
6%
5%
6%
7%
6%
6%
35%
41%
37%

Cch

2%
2%
3%
3%
3%
3%
3%
2%
3%
3%
3%
3%
34%
38%
34%

1321

0%
4%
5%
4%
4%
4%
3%
5%
4%
4%
4%
34%
39%
35%

Cau

4%
5%
4%
4%
4%
3%
5%
4%
4%
4%
34%
39%
35%

CrA Cva
2%

1% 1%
1% 1%
3% 3%
2% 1%
2% 2%
2% 2%
2% 2%
2% 2%
35% 34%
39% 40%
34% 35%

CrC CrC1
0%

3% 3%
2% 2%
2% 2%
2% 2%
2% 2%
1% 1%
34% 34%
39% 39%
35% 35%

Ceu

2%
3%
3%
3%
3%
34%
39%
35%

CrB CrE
2%

2% 2%
2% 1%
1% 1%
35% 35%
40% 40%
35% 36%

CtD CrF Cog Cmul

2%
1%
35%
39%
35%

0%

35% 34%

40% 40% 16%
36% 36% 17%

Cpy

10%

40
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Em nossos estudos a topologia da arvore derivada das analises filogenéticas inferidas
das regides génicas ITS-1 e ITS-2 do rDNA de espécimes analisados molecularmente
demonstraram 100% de correspondéncia com Contracaecum australe do Chile, se agrupando
no mesmo clado ((Figura 17) e se mostraram distintas de todas as espécies previamente
caracterizadas geneticamente e consideradas para fins de comparacdo. Os espécimes de
Contracaecum de Phalacrocorax brasilianus do Brasil corresponderam as sequéncias relatadas
anteriormente para os genes ITS-1 e ITS-2 de C. australe Garbin et al. (2011), depositadas no
GenBank sob os numeros de acesso (ITS-1: HQ389545; ITS-2: HQ389547).

Sumario taxondmico

Hospedeiro: Phalacrocorax brasilianus (Gmelin, 1789) (Aves, Phalacrocoracidae).
Localizacdo: Reserva Extrativista Marinha de Soure - Ilha de Marajé, Estado do Para-Brasil.
Sitio de infeccdo: Proventriculo e Ventriculo.

Prevaléncia: 17 aves infectadas de 20 analisadas (85%).

Intensidade média e amplitude: 43,7 (7-360).



Tabela 3: Comparacdo morfométrica entre espécies de Contracaecum australe e C. rudolphii parasitos de aves Phalacrocoracidae na América do Sul.

Contracaecum australe

Contracaecum australe

Contracaecum australe

Contracaecum australe

Contracaecum rudolphii

Caracteres Garbin et al. 2011 Garbin et al. 2011 Garbin et al. 2011 Garbin et al. 2011 Hartwich, 1064

Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
Hospedeiro Phalacrocorax brasilianus Phalacrocorax brasilianus Phalacrocorax brasilianus Phalacrocorax gaimardi Phalacrocorax brasilianus
Localidade Para-Brasil Chile Argentina Argentina Brasil

Ventriculo, Ventriculo Ventriculo Ventriculo Ventriculo,

Sitio de infeccéo Proventriculo Proventriculo
Corpo - 19,71-28,89 22,1-40,94 13,9-28.4 25,44-41,23 19,25-27,37 27-37 15,24-32,33 15,64-36,2 18-31 23-52
Corpo W 0,43—0,83 0,59-1,09 0,64—0,93 0,66—1,16 0,65—1 0,70—0,90 0,49-0,81 0,65-1,05 0,306—0,598 0,50-1,1
Anel nervoso ? 0,50-0,69 0,48—0,76 0,58—0,68 0,50-0,68 0,35-0,39 0,4-0,475 0,43-0,60 0,46-0,60 - -
Deiridio @ 0,51-0,73 0,52—0,83 0,58—0,79 0,58-0,79 0,35-0,38 0,46—0,55 0,44-0,77 0,49-0,65 - -
Esofago - 2,363,604 2,89-5,09 2,62—-4,6 1,52-3,95 4,12-4,4 3,62—-4,5 2,23-3,45 2,56-3,5 2,4-3.8 2,4-54
Ceco Intestinal - 1,5-2,66 2,06—-3,46 1,56-3,24 1,3-2,86 3,57-4 3,7-4,25 1,6-2,6 1,66-2,57 2,1-2,9 1,6-3,6
Ventriculo - 0,11-0,24 0,18—0,40 0,20—0,38 0,14-0,28 0,1-0,15 0,19-0,23 0,14-0,25 0,2-0,33 - -
Apéndice Ventricular - 0,56-1,03 0,56—1,49 0,87-1,41 0,57-0,91 0,75—0,85 0,62—0,92 0,73-1,36 0,69-1,33 0,8-1,2 0,6—-1,5
Vulva? - 7,59-14,15 - 8,25-10,87 - 8,32-8,45 - 4,70-15,36 - 9,7-21,3
Ovos embrionados (um) - 55-60 - 63-71 - 47-57 - 50-70 - 91-105
Espiculo - 9,54-13,91 - 9,6—15,88 - 9,2-10,45 - 7,2—-10,44 - 4,5-8,2 -
Papilas pré-cloacais (pares) 27-38 - 27-32 - 32-40 - 27-43 - >30° -
Papila mediana 1 - 1 - 1 - - - - -
Papilas pés-cloacais (pares) 6+1° - 6+1° - 6+1° - 6+1° - 7 -
Caudat 0,15-0,27 0,29-0,49 0,18—0,24 0,28—0,58 0,12—0,35 0,12-0,3 0,17-0,25 0,22—-0,40 0,14-0,235 0,20—0,60
Razao BL/BW 34,81-45,84 37,5-37,6 21,72-30,54* 35,54-38,54* 27,37-29,62* 38,57-41,1* 31,10-39,79*  24,06-34,48* 51,8-58,8* 46-47,27*
Razdo BL/EL 7,94-8,35 7,67-8,04 5,31-6,17* 10,44-16,74* 4,67-6,22* 7,46-8,2* 6,83-9,34* 6,11-10,34* 7,5-8,15* 9,58-9,63*
Razdo BL/TL 120,4-179,2 1,40-1,47 77,22-118,3* 1,17-1,38* 78,2-160,4* 0,98-1,06* 89,65-128,9* 1,36-1,54* 128,6-131,9* 1,5-1,5*
Razdo EL/ICL 1,37-1,57 3,42-5,14 1,42-1,68* 2,67-4,34* 1,1-1,15* 4,89-5,84* 1,33-1,39* 2,63-3,71* 1,14-1,31* 3,6-4*
Razdo EL/VAL 3,53-4,21 76,2-83,55 3,01-3,26* 71,09-90,86* 5,17-5,49* 123,3-225* 2,54-3,05* 71,09-90,5* 3-3,17* 86,67-115*
Razéo BL/SL 2,07-2,08 - 1,45-1,79* - 2,09-2,62* - 2,12-3,09* - 3,78-4* -
NUmero de espécimes 15 15 10 10 8 4 10 10 30 30

Referéncias

Presente estudo

Garbin et al. (2011)

Biolé et al. (2012)

Garbin et al. (2014)

Amato et al. (2006)

Fonte: O autor (2022).

L = comprimento; W= largura; BL/BW = razdo comprimento do corpo/largura do corpo; BL/EL = razdo comprimento do corpo/comprimento do eséfago; BL/TL = razdo

comprimento do corpo/comprimento da cauda; EL/ICL =

razdo comprimento do eséfago/comprimento do ceco intestinal, EL/VAL

= razdo comprimento do

esofago/comprimento do apéndice ventricular; BL/SL = razdo comprimento do corpo /comprimento do espiculo; 2 = distancia da regido anterior até; = mais de 30 pares de
papilas pré-cloacais; = +1 par de fasmideos; *raz6es calculadas com valores maximos e minimos fornecidos pelos autores.
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Contracaecum Morfotipo Il

Apo6s comparacdes morfoldgicas espécimes referentes ao morfotipo 11, foram atribuidos
a Contracaecum sp. 1 (Figuras 18-19).
(Baseado em anélises de microscopia de luz de oito espécimes machos).
Morfologia Geral: Cuticula finamente estriada transversalmente. Colar cefalico discreto.
Interl&bios nitidamente fendidos, atingindo 4/5 do comprimento dos labios. L&bios com formato
arredondado, mais longos que largos, cada labio apresentando incisura apical medial evidente,
com duas auriculas conspicuas dirigidas lateralmente. Labio dorsal apresentando duas papilas.
Labios ventrolaterais com papila Unica. Deiridios em forma de botdo localizados ligeiramente
abaixo do anel nervoso. Ventriculo arredondado, apéndice ventricular presente, ceco intestinal
desenvolvido, mais longo que o apéndice ventricular 2 a 3 vezes. Cauda com formato conico e

ponta arredondada. Fasmideo conspicuo. Espiculo com ponta afilada.

Machos (baseado em 8 espécimes machos adultos encontrados no ventriculo de um
Phalacrocorax brasilianus): corpo 7,49-9,69 (8,29 £ 0,72); 0,27-0,37 (0,32 £ 0,03) largura do
corpo na jungdo esdéfago-ventriculo; distancia do anel nervoso e deirideos a regido anterior
0,33-0,4 (0,37 £ 0,02); 0,35-0,44 (0,39 £ 0,03) es6fago 1,67-2,01 (1,84 £ 0,14); ceco intestinal
1,04-1,34 (1,2 £ 0,11); ventriculo 0,1-0,13 (0,12+ 0,01); apéndice ventricular 0,4-0,53 (0,47 £+
0,05); espiculos semelhantes, sub-iguais; espiculo esquerdo 3,17-4,74 (3,95 + 0,58), espiculo
direito 3,09-4,57 (3,83 + 0,54); cauda 0,14-0,18 (0,17 = 0,02. Cauda cdnica, contendo 27-38
(32 = 3,16) pares de papilas pré-cloacais, presenca de papila mediana no labio superior da
cloaca; 6 pares de papilas pos-cloacais, 0s 2 primeiros pares paracloacais dispostos de forma
obliqua; 2 pares ventrolaterais e 2 dorsolaterais, fasmideos localizados entre as papilas
dorsolaterais.

Sumario taxonémico

Hospedeiro: Phalacrocorax brasilianus (Gmelin, 1789) (Aves, Phalacrocoracidae).
Localizagdo: Reserva Extrativista Marinha de Soure - Ilha de Marajd, Estado do Para-Brasil.
Sitio de infeccdo: Ventriculo.

Prevaléncia: 1 ave infectada de 20 analisadas (5%).

Intensidade média e amplitude: 11. (oito espécimes machos e trés fémeas ndo gravidicas).
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Figura 18- “A-B” Fotomicrografias de luz de Contracaecum sp. 1. Em A- visdo do comprimento total do parasito,
evidenciando anel nervoso (a), ceco intestinal (ci), eséfago (e), intestino (i) e comprimento dos espiculos (*), barra
de escala 500 pm; B- vista da regido anterior demostrando interlabio bifido (seta preta) e colar cefalico
inconspicuo, barra de escala 50 pm.

A

L

Fonte: O autor (2022).

Figura 19- “A-F” Fotomicrografias de Contracaecum sp. 1. Em A- viso da regido anterior até o final do apéndice
ventricular, onde é possivel observar o anel nervoso (a), eséfago (e), ceco intestinal bem desenvolvido (ci),
ventriculo (v), apéndice ventricular (av) e intestino (i), barra de escala 200 um; B- vista da regido anterior
demostrando I&bio com regido apical medial deprimida (seta preta), barra de escala 50 pm; C- vista da regido
anterior evidenciando ldbio com formato arredondado, ligeiramente mais longo que largo, com auriculas
conspicuas (setas brancas) e colar cefalico inconspicuo, barra de escala 50 um; D- vista da regido posterior de um
macho de Contracaecum sp. 1, onde é possivel observar o comprimentos dos espiculos (*), barra de escala 200
pum; F- vista ventral da cauda de um macho demonstrado as papilas sublaterais (sl) e fasmideo localizado entre
elas, barra de escala 50 um; F- vista lateral da cauda de um macho evidenciando a papila mediana (pm), papilas
paracloacais (p) e papilas subventrais (sv), barra de escala 50 um.



Tabela 4: Dados morfométricos de Contracaecum sp.1 e C. australe machos adultos parasitando Phalacrocorax brasilianus na reserva Extrativista Marinha de
Soure, Para-Brasil, em contraste com outros Contracaecum spp. parasitando a mesma espécie hospedeira e outros hospedeiros aviarios.

CETIEEERIgs Contracaecum Contracaecum Contracaecum Contracaecum C(;;Eﬁﬁ%e;rcnuim C_ontracaecum Contracaecum
Caracteres 1 ’ australe rudolphii humiu caballeroi D’ Amelio et al microcephalum jorgei
Garbin et al. 2011 Hartwich, 1964 Yamaguti 1941 Bravo Hollis, 1939 2012 ' Rudolphi, 1809 Sardella et al. 2020
Macho Macho Macho Macho Macho Macho Macho Macho
Hospedeiro Phalacrocorax Phalacrocorax Phalacrocorax Phalacrocorax Phalacrocorax Pelecanus Nycticorax Phalacrocorax
Localidade brasilianus brasilianus brasilianus capillatus brasilianus occidentalis nycticorax brasilianus
Para-Brasil Paré-Brasil Brasil Japao Uruguay Estados Unidos Iraque Argentina
Sitio de infecgdo Ventriculo Ventriculo, Ventriculo, Ventriculo, Esofago, Ventriculo Néo informado Proventriculo,
Proventriculo Proventriculo Proventriculo Ventriculo intestino
Corpo - 7,49-9,69 19,71-28,89 18-31 18,3-36,3 24,29-26,97 22-27 18,50-28 14,31-20,98
Corpo W 0,27-0,37 0,43-0,83 0,306-0,598 0,65-1,37 0,53-0,64 0,80-0,84 0,62-0,77 0,29-0,59
Anel nervoso * 0,33-0,4 0,50—-0,69 - 0,32-0,69 0,43-0,45 - 0,55-062 0,29-0,46
Deiridio # 0,35-0,44 0,51-0,73 - 0,63-0,85 0,44-0,48 - 0,61-0,71 0,29
Esofago - 1,67-2,01 2,36-3,64 2,4-3,8 2,16-3,68 3,18-3,48 2,54-2,94 3,20-4,20 2,01-3,88
Ceco Intestinal - 1,04-1,34 1,5-2,66 2,1-2,9 1,68-3,31 2,71-3,01 1,87-2,34 2,40-3,30 1,19-3,32
Ventriculo - 0,1-0,13 0,11-0,24 - 0,22-0,30 0,096-0,104 0,1-0,12 - 0,03-0,09
Apéndice Ventricular - 0,4-0,53 0,56-1,03 0,8-1,2 0,79-1,24 0,51-0,61 0,43-0,57 0,90-1,60 0,29-0,57
Espiculo - 3,09-4,74 9,54-13,91 4,5-82 3,62-5,78 0,90-1,09 4,15-4,85 2,8-4,5 2,03-3,63
Papilas pré-cloacais (pares) 27-38 27-38 >30° 40--56 40-54 >40P 25-31 26
Papila mediana 1 1 - - - 1 - 1
Papilas pos-cloacais (pares) 6+1° 6+1° 7 7 7 6+1° 6 6+1°
Cauda‘* 0,14-0,18 0,15-0,27 0,14-0,235 0,13-0,21 0,13-0,15 0,2-0,27 0,25-0,31 0,15-0,21
Raz&o BL/BW 26,2-27,7 34,81-45,84 51,8-58,8* 26,5-28,2* 42,14 45,83* 27,2-32 29,84-36,36 35,56-49,34
Razdo BL/EL 4,5-4,8 7,94-8,35 7,5-8,15* 8,47-9,86* 7,64-7,75* 8,66-9,2 5,78-6,67 5,41-7,12
Raz&o BL/TL 53,5-53,8 120,4-179,2 128,6-131,9* 140,7-172,8* 179,8-186,8* 100-110 74-90,32 95,4-99,90
Razao EL/ICL 15-16 1,37-1,57 1,14-1,31* 1,1-1,28* 1,16-1,17* 1,26-1,36 1,27-1,33 1,16-1,69
Razdo EL/VAL 3,8-4,2 3,563-4,21 3-3,17* 2,7-2,97* 5,7-6,23* 5,2-5,9 2,63-3,56 6,81-6,93
Raz&o BL/SL 2-24 2,07-2,08 3,78-4* 5-6,3* 24,74-26,99* 5,3-5,57 6,2-6,6 5,78-7,05
NUmero de espécimes 8 15 30 10 3 5 N&o informado 2
Referéncias Presente estudo Presente estudo Amato et al. Nagasawa et al. Lent e Freitas D’Amelio et al. Mohammad e Hbaiel, Sardella et al.
(2006) (1999) (1948) (2012) (2019a) (2020)

Fonte: O autor (2022).

L = comprimento; V= largura; BL/BW = razdo comprimento do corpo/largura do corpo; BL/EL = razdo comprimento do corpo/comprimento do esofago; BL/TL = razdo
comprimento do corpo/comprimento da cauda; EL/ICL
esofago/comprimento do apéndice ventricular; BL/SL = razdo comprimento do corpo /comprimento do espiculo; = distancia da regido anterior até; ®= mais de 30 pares de
papilas pré-cloacais; = +1 par de fasmideos; *razdes calculadas com valores maximos e minimos fornecidos pelos autores.

razdo comprimento do esdfago/comprimento do ceco intestinal; EL/VAL = razdo comprimento do
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Contracaecum Morfotipo 111

Ap0s analises morfoldgicas espécimes referentes ao morfotipo 111, foram atribuidos a
Contracaecum rudolphii s.I. (Figuras 20-21).
(Baseado em andlises de microscopia de luz de 15 espécimes machos).
Morfologia Geral: Cuticula finamente estriada transversalmente. Colar cefalico discreto.
Interlabios levemente fendidos, atingindo 4/5 do comprimento dos labios. Labios com formato
arredondado, ligeiramente mais largos que longos, cada labio apresentando incisura apical
medial profunda, com duas auriculas conspicuas. Labio dorsal apresentando duas papilas.
Labios ventrolaterais com papila Gnica e um anfideo. Deirideos papiliferos, discretos,
imediatamente posteriores ao anel nervoso. Ventriculo arredondado, com apéndice ventricular
posterior sélido. Ceco intestinal robusto presente. Cauda com formato conico e ponta levemente

pontiaguda. Fasmideo conspicuo. Espiculo com ponta distal arredondada.

Machos (baseado em 15 especimes machos adultos): corpo 11,03-17,43 (13,9 * 2,4); largura
do corpo a nivel de ventriculo 0,44-0,54 (0,49 £ 0,03); distancia do anel nervoso e deirideos a
regido anterior 0,4-0,5 (0,46 = 0,04); 0,42-0,54 (0,47 + 0,05) es6fago 2,24-3,03 (2,54 £ 0,29);
ceco intestinal 1,53-1,94 (1,68 + 0,15); ventriculo 0,11-0,17 (0,15+ 0,02); apéndice ventricular
0,57-0,76 (0,65 + 0,07); espiculos semelhantes, sub-iguais; espiculo esquerdo 7,2-12,11 (9,4 +
2,1), espiculo direito 7,08-12,06 (9,2 £ 2); cauda 0,16-0,21 (0,18 + 0,02. Cauda conica,
contendo 28-38 (33 + 3,22) pares de papilas pré-cloacais, presenca de papila mediana no labio
superior da cloaca, seis pares de papilas pds-cloacais, os dois primeiros pares paracloacais
dispostos de forma obliqua; dois pares ventrolaterais e dois dorsolaterais, fasmideos localizados

entre as papilas dorsolaterais.

Sumario taxonémico

Hospedeiro: Phalacrocorax brasilianus (Gmelin, 1789) (Aves, Phalacrocoracidae).
Localizagdo: Reserva Extrativista Marinha de Soure - Ilha de Marajd, Estado do Para-Brasil.
Sitio de infeccdo: Ventriculo.

Prevaléncia: 13 aves infectadas de 20 analisadas (65%).



47

Figura 20- Fotomicrografias de luz de Contracaecum rudolphii s. I. A- Vista lateral da extremidade anterior,
observa-se anel nervoso (an), ceco intestinal (ci), barra de escala 200 pm. B- Vista lateral com visualizacdo dos
I&bios e interlabios de mesmo comprimento, colar cefélico com anulagdes transversais sutis, barra de escala 50
pm. C- Extremidade posterior vista lateral, visualiza¢do das papilas caudais, papila mediana (cabega de seta),
papilas paracloacais (p), papilas subventrais (sv) e extremidade distal livre do espiculo, barra de escala 100 pum.
D- Papilas sublaterais (sl), fasmideo (*), barra de escala 50 um. E- Visualiza¢do “in toto” de C. rudolphii s. I.,
evidenciando comprimento do espiculo (*) em relagdo ao comprimento do corpo, barra de escala 1 mm.

Fonte: O autor (2022).
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Figura 21- Fotomicrografias de luz de um outro espécime de Contracaecum rudolphii s. I. macho. visdo do
comprimento total do parasito, evidenciando a relacdo entre 0 comprimento do corpo comprimento do espiculo
(*), barra de escala 1 mm.

Fonte: O autor (2022).



Tabela 5: Dados morfométricos de Contracaecum sp.1, C. australe e C. rudolphii s. . machos adultos parasitando Phalacrocorax brasilianus na reserva
Extrativista Marinha de Soure, Para-Brasil, em contraste com outros Contracaecum spp. parasitando a mesma espécie hospedeira e outros hospedeiros

aviarios.
Contracaecum sp. Contracaecum Contracaecum Contracaecum Contracaecum Contracaecum Contracaecum Contracaecum
1 australe rudolphiis. I. rudolphii rudolphii D rudolphii E rudolphii F jorgei
Sl felee Garbin et al. 2011 Hartwich, 1964 Hartwich, 1964 Shamesi et al. 2009 Shamsi et al. 2009 D’Amelio et al. Sardella et al.
2012 2020
Macho Macho Macho Macho Macho Macho Macho Macho
Hospedeiro Phalacrocorax Phalacrocorax Phalacrocorax Phalacrocorax Phalacrocorax Phalacrocorax Pelecanus Phalacrocorax
Localidade brasilianu_s brasilianu_s brasilianu_s brasilia_nus carbo, ) varius_ occidenta!is brasilia_nus
Para-Brasil Paré-Brasil Paré-Brasil Brasil Phalacrocorax varius Australia Estados Unidos Argentina
Sitio de infeccdo Ventriculo Ventriculo, Ventriculo Ventriculo, Australia Proventriculo Ventriculo Proventriculo,
Proventriculo Proventriculo Ventriculo intestino
Corpo - 7,49-9,69 19,71-28,89 11,03-17,43 18-31 14,9-26,1 23,7-27,0 15-20 14,31-20,98
Corpo W 0,27-0,37 0,43-0,83 0,44-0,54 0,306-0,598 0,49-0,78 0,68-0,93 0,76-1,01 0,29-0,59
Anel nervoso ? 0,33-0,4 0,50—-0,69 0,40-0,50 - 0,39-0,68 0,52-0,68 - 0,29-0,46
Deiridio @ 0,35-0,44 0,51-0,73 0,42-0,54 - 0,42-0,65 0,64-0,72 - 0,29
Esofago - 1,67-2,01 2,363,064 2,24-3,03 2,4-3.8 2,36-4,52 2,97-4,23 2,25-2,72 2,01-3,88
Ceco Intestinal - 1,04-1,34 1,5-2,66 1,53-1,94 2,1-29 1,76-3,25 2-3,25 2,05-2,17 1,19-3,32
Ventriculo - 0,1-0,13 0,11-0,24 0,11-0,17 - - - 0,1-0,14 0,03-0,09
Apéndice Ventricular - 0,4-0,53 0,56—1,03 0,57-0,76 0,8-1,2 0,57-1,3 0,86-1,14 0,88-0,96 0,29-0,57
Espiculo - 3,09-4,74 9,54-13,91 7,08-12,11 4,5-8,2 3,90-6,99 5,53-6,13 5,96-7,30 2,03-3,63
Papilas pré-cloacais (pares) 27-38 27-38 28-38 >30P 17-40 38-46 - 26
Papila mediana 1 1 1 - 1 - 1 1
Papilas pos-cloacais (pares) 6+1° 6+1¢ 6+1¢ 7 6+1¢ 6+1¢ 6+1¢ 6+1¢
Caudat‘ 0,14-0,18 0,15-0,27 0,16-0,22 0,14-0,235 0,16-0,23 0,17-0,22 0,2-0,24 0,15-0,21
Razdo BL/BW 26,2-27,7 34,81-45,84 25,1-32,3 51,8-58,8* 30-33,5* 29-34,8* 19,7-19,8* 35,56-49,34*
Razédo BL/EL 4,5-4,8 7,94-8,35 4,9-5,75 7,5-8,15* 5,77-6,3* 6,4-8* 6,7-7,4* 5,41-7,12*
Razdo BL/TL 53,5-53,8 120,4-179,2 68,9-79 128,6-131,9* 93-113* 122,7-139* 7,3-9* 95,4-99,90*
Razéao EL/ICL 1,5-1,6 1,37-1,57 1,46-1,56 1,14-1,31* 1,3-14* 1,3-1,5* 1,1-1,3* 1,16-1,69*
Razédo EL/VAL 3,8-4,2 3,563-4,21 3,94 3-3,17* 3,48-4* 3,45-3,7* 2,6-2,8* 6,81-6,93*
Razéao BL/SL 2-2,4 2,07-2,08 1,4-1,56 3,78-4* 3,7-3,8* 4,3-4,4* 2,5-2,7* 5,78-7,05*
NUmero de espécimes 8 15 15 30 11 5 3 2
Referéncias Presente estudo Presente estudo Presente estudo Amato et al. Shamsi et al. Shamsi et al. D’Amelio et al. Sardella et al.
(2006) (2009b) (2009b) (2012) (2020)

Fonte: O autor (2022).

L = comprimento; V= largura; BL/BW = razdo comprimento do corpo/largura do corpo; BL/EL = razdo comprimento do corpo/comprimento do esdfago; BL/TL = razdo
comprimento do corpo/comprimento da cauda; EL/ICL = raz8o comprimento do es6fago/comprimento do ceco intestinal; EL/VAL = raz8o comprimento do
esofago/comprimento do apéndice ventricular; BL/SL = razdo comprimento do corpo /comprimento do espiculo; 2= distancia da regido anterior até; ®= mais de 30 pares de
papilas pré-cloacais; = +1 par de fasmideos; *razdes calculadas com valores maximos e minimos fornecidos pelos autores.
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Contracaecum Morfotipo IV

Contracaecum multipapillatum s.I. - (Figura 22).

(Baseado em analises de microscopia de luz de 3 espécimes machos).

Morfologia Geral: Cuticula finamente estriada transversalmente. Colar cefalico inconspicuo.
Interl&bios discretamente fendidos, ligeiramente menores que os labios. L&bios com formato
arredondado, ligeiramente mais largos que longos, cada labio apresentando incisura apical
medial marcada. Labio dorsal apresentando duas papilas. Labios ventrolaterais com papila
unica. Deirideos papiliferos, discretos, imediatamente posteriores ao anel nervoso. Ventriculo
reduzido, globular, com apéndice ventricular posterior solido, ceco intestinal bem
desenvolvido. Cauda com formato cénico e ponta levemente pontiaguda. Fasmideo conspicuo.

Espiculo com ponta distal pontiaguda.

Macho (baseado em 3 espécimes): corpo 17,78 (11,69-21,54 + 5,2); largura do corpo na jungédo
esdfago-ventriculo 0,62 (0,47-0,81 + 0,17); distdncia do anel nervoso e deirideos a regido
anterior 0,35 (0,33-0,37 + 0,02) e 0,38 (0,37-0,39 + 0,01) ; esdfago 2,97 (2,53-3,21 + 0,38);
ceco intestinal 2,12 (1,9-2,53 + 0,35); ventriculo 0,14 (0,1-0,16 + 0,03); ; apéndice ventricular
0,62 (0,5-0,71 + 0,11); espiculos semelhantes, sub-iguais; espiculo esquerdo 1,1 (0,91-1,27 +
0,18); espiculo direito 0,98 (0,83-1,06 + 0,13); cauda 0,12 (0,12-0,13 + 0,01). Cauda cbdnica,
com 54-94 pares de papilas pré-cloacais, 1 papila mediana, 7 pares de papilas pds-cloacais, 0s
dois primeiros pares paracloacais dispostos de forma obliqua; 1 par de papilas dupla, 2 pares de

papilas ventrolaterais e 2 dorsolaterais, fasmideos localizados entre as papilas dorsolaterais.

Figura 22- Contracaecum multipapillatum s. I. A- Vista lateral da extremidade anterior, observa-se anel nervoso
(a), ceco intestinal (ci), barra de escala 100pum. B- Vista lateral mostrando estfago (), apéndice ventricular (av),
barra de escala 250um. C- Extremidade posterior de um macho em vista lateral, evidenciando espiculo curto (*),
barra de escala 100um. D- Extremidade posterior, cauda de um macho demostrando presenca de papila paracloacal
dupla (seta), barra de escala 25um.

¥

Fonte: o autor (2022).
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Contracaecum Morfotipo V

Contracaecum microcephalum (Figura 23).

(Baseado em anélises de microscopia de luz de 1 espécime macho).

Morfologia Geral: Cuticula finamente estriada transversalmente. Colar cefalico diminuto.
Interl&bios simples. Labios com formato arredondado, ligeiramente mais largos que longos.
Labio dorsal apresentando duas papilas. Labios ventrolaterais com papila Unica. Deirideos
papiliferos, discretos, imediatamente posteriores ao anel nervoso. Ventriculo alongado,
arredondado, com apéndice ventricular posterior solido alongado, ceco intestinal presente.
Cauda com formato cdnico pontiaguda. Fasmideo conspicuo. Espiculo com ponta distal livre

curta e pontiaguda.

Macho (baseado em 1 espécime): corpo 12,29; largura do corpo na juncdo esdfago-ventriculo
0,27; distancia do anel nervoso e deirideos a regido anterior 0,29 e 0,37, respectivamente;
esdfago 1,53; ceco intestinal 1,18; ventriculo 0,13; apéndice ventricular 0,4; espiculos
semelhantes, sub-iguais; espiculo esquerdo 1,11; espiculo direito 1,14; cauda 0,16. Cauda
conica, com 26 pares de papilas pré-cloacais, papila mediana presente, 6 pares de papilas pos-
cloacais, os 2 primeiros pares paracloacais dispostos de forma obliqua; 2 pares ventrolaterais e
2 dorsolaterais, fasmideos localizados mais ventrais em relacdo as papilas dorsolaterais.
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Figura 23- Contracaecum microcephalum. A- Vista lateral da extremidade anterior, observa-se formato do I&bio e
interlabios; colar cefalico delicado e diminuto (cabeca de seta), anel nervoso (an), barra de escala 100um. B- Vista
lateral do ventriculo (v) e apéndice ventricular (av) bem desenvolvidos, barra de escala 100pum. C- Extremidade
posterior vista ventral, visualizagcdo das extremidades distais dos espiculos com ponta livre curta e de formato
pontiagudo (*), barra de escala 100um. D- Extremidade posterior, cauda evidenciando espiculos curtos e de
tamanhos desiguais (*), barra de escala 100um.

Fonte: O autor (2022).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, Phalacrocorax brasilianus oriundos da llha de Marajo
apresentaram uma alta prevaléncia de infeccdo 90% (18/20) causada por nematddeos
Contracaecum, corroborando com os achados de Amato et al. (2006), Garbin et al. (2011) e
Biolé et al. (2012) que registraram 100% de prevaléncia destes parasitos no mesmo hospedeiro.
Ja Sardella et al. (2020), detectaram um indice de 50% tambeém em P. brasilianus, examinando

apenas duas aves, fato que pode estar relacionado ao resultado encontrado.

Quanto a prevaléncia de infeccdo relacionada ao sexo das aves, o indice foi igual,
independente do sexo dos hospedeiros (50%), indicando que nestas aves que frequentam a
Reserva Extrativista Marinha de Soure o potencial de infec¢do ndo € influenciado pelo sexo de
seus hospedeiros. Entretanto a amplitude de infeccéo foi superior nas fémeas, 10-360 parasitos,
enquanto nos machos a amplitude variou entre 3—43 parasitos por hospedeiro, diferindo dos
indices relatados por Al- Moussawi e Mohammad (2011), em P. carbo coletados em Bagda,
onde os autores evidenciaram maior amplitude parasitaria nos machos, 65-149 parasitos,
enguanto as fémeas apresentaram taxas que variaram de 51-80 parasitos por hospedeiro. Sobre
a interferéncia do sexo das aves na exposicdo aos estagios infectantes de parasitos, Poulin
(1996), associou com as diferencas entre aves machos e fémeas quanto a padres de
movimentacao, territorialidade, interacfes sociais e habitos alimentares. Segundo Lebedeva et
al. (2017), a formacdo e estruturacdo das comunidades parasitarias estdo diretamente
relacionadas a biologia, preferéncias ecologicas dos hospedeiros e ao ciclo de vida dos
parasitos.

Ainda de acordo com os resultados de Al- Moussawi e Mohammad (2011), quando
relacionados ao sexo dos parasitos, 0s nematodeos fémeas apresentaram maiores proporgoes
gue os machos 567 nematddeos Contracaecum fémeas contra 343 Contracaecum machos,
resultados que se assemelham ao nosso, onde se observou predominio de Contracaecum
fémeas, no entanto quanto aos estagios larvais nossos valores foram superiores aos dos autores
(329 x 34), respectivamente. Onde os estagios larvais (L3-L4) apresentaram maior nimero de
espécimes, se comparados com machos e fémeas adultos de Contracaecum. Segundo D’
Amelio et al. (2012) marcadores moleculares e andlises de sequéncia de regides génicas
informativas sdo essencialmente uteis para a correta identificacdo de espécimes larvais e
fémeas, uma vez que caracteristicas morfoldgicas diagnosticas estdo presentes em individuos

adultos machos.
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Neste estudo os espécimes caracterizados previamente como pertencentes ao morfotipo
I, apresentaram caracteres morfologicos e morfométricos muito semelhantes as descrigdes
presentes na literatura para a espécie Contracaecum australe (Garbin et al. 2011; Biolé et al.
2012; Garbin et al. 2014), permitindo atribui-los a este tdxon especifico, parasitando P.
brasilianus da Reserva Extrativista Marinha de Soure, Pard-Brasil. Resultado também
confirmado pela topologia da arvore, derivada das andlises filogenéticas inferidas das regifes
génicas ITS-1, 5.8S e ITS-2 do rDNA de quatro espécimes analisados molecularmente (Figura
17), sendo observado 100% de correspondéncia com C. australe do Chile, se agrupando no
mesmo clado correspondente as sequéncias relatadas anteriormente para os genes ITS-1 e ITS-
2 depositadas no GenBank sob os nimeros de acesso (ITS-1: HQ389545 e ITS-2: HQ389547),
(GARBIN et al. 2011).

Na arvore, o clado formado pelos espécimes de C. australe se mostraram distintos de
todas as espécies previamente caracterizadas geneticamente de Contracaecum e consideradas
para fins de comparagdo. Nas andlises filogenéticas foi possivel observar que C. australe
caracterizado no Brasil se aproximou muito de C. chubutensis Garbin et al. (2008), com
distdncia genética de 2%, porém formando 2 clados distintos (Figura 17), como também
observado por Garbin et al. (2011). Além do mais, as analises dos dados das sequéncias ITS-1,
5.8S e ITS-2 de C. australe do Brasil apoiaram sua distin¢do das espécies irmas, C. rudolphii
s.l. previamente detectadas em aves piscivoras (C. rudolphii A, C. rudolphii B, C. rudolphii C,
C. rudolphii D, C. rudolphii E e C. rudolphii F), corroborando com os resultados encontrados
por Garbin et al. (2011).

As sequéncias de C. australe do Brasil também foram comparadas a outras espécies
com as regides génicas ITS-1, 5.8S e ITS-2 previamente caracterizadas e disponiveis no
GenBank: C. microcephalum (ITS-1: FM177524/ ITS-2: FM177528), C. septentrionale (ITS-
1: AJ634784/ ITS-2: AJ634787), C. fagerholmi (ITS-1,5.8S, ITS-2: JF424599), C. chubutensis
(ITS-1: HQ389546/ ITS-2: HQ389548), C. bioccai (ITS-1, 5.8S, ITS-2: JF424598), C.
eudyptulae (ITS-1: FM177550/ ITS-2: FM177578), C. variegatum (ITS-1: FM177531/ ITS-2:
FM177541), C. ogmorhini (ITS-1: FM177542/ ITS-2: FM177549), C. bancrofti (ITS-1:
EU839566/ ITS-2: FM177522), C. overstreeti (ITS-1, 5.8S, ITS-2: MG515224), C.
pyripapillatum (ITS-1: AM©940062/ ITS-2: AM940066), C. multipapillatum (ITS-1:
AM940056/ ITS-2: AM940060), C. muraenesoxi (ITS-1, 5.8S, ITS-2: EU828749), C. rudolphii
A (ITS-1: JQ071414/ 1TS-2: JQ071437); C. rudolphii B (ITS-1: JQ071412/ ITS-2: JQ071435);
C. rudolphii C1 (ITS-1, 5.8S, ITS-2: FJ822037); C. rudolphii C2 (ITS-1, 5.8S, ITS-2:
FJ589790); C. rudolphii D (ITS-1: FM210251/ ITS-2: FM210268), C. rudolphii E (ITS-1:
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FM210257/ 1TS-2: FM210271) e C. rudolphii F (ITS-1, 5.8S, ITS-2: JF424597) e para 0 grupo
externo Ascaris sp., (ITS-1, 5.8S, ITS-2: JF837182).

Garbin et al. (2011), quando descreveram a espécie Contracaecum australe baseando-
se em caracteres morfolégicos considerados diagnosticos para as espécies do género (sensu
Hartwich, 1964), como: comprimento dos espiculos, morfologia da extremidade distal do
espiculo e a presenca de fenda na ponta interlabial, relataram que a priori essa espécie parasito
de P. brasilianus do Chile poderia ser facilmente atribuida a C. rudolphii Hartwich 1964 sensu
lato. Porém, apds a comparacdo morfologica dos novos espécimes e devido a presenca de
caracteres como: constricdo bem marcada na cauda logo apds os pares de papilas paracloacais;
presenca de placa mediana (papila mediana), parasitos serem aparentemente menores e mais
robusto e apresentarem espiculos mais longos que C. rudolphii s.l. e apoiados por analises
filogenéticas de sequéncias de multiplos loci, foi confirmado como um clado distinto, altamente
suportado do restante dos tdxons de Contracaecum considerados, validando assim seu status
especifico.

Observando as caracteristicas morfologicas de C. australe e as comparando com seus
congéneres parasitos de aves, podemos observar que esta espécie pode ser facilmente
diferenciada de algumas, por caracteres morfologicos de alto valor diagnéstico como ja
elencado por autores (Fagerholm 1988; 1991; Moravec e Scholz 2016), como por exemplo: C.
multipapillatum s.I.; C. pyripapillatum; C. overstreeti; C. gibsoni; C. bancrofti; C. spasskii; C.
tricuspis; C. mexicanum; C. ovale; C. heardi; C. variegatum, C. travassosi que possuem a
presenca de um ou mais pares de papilas caudais pos-cloacais dupla. No entanto em alguns
casos essa diferenciagdo se torna um pouco mais dificil, sendo necessario o emprego de mais
caracteres diagnosticos em conjunto para a diferenciacéo entre as espécies, como no caso de
espécies do complexo C. rudolphii, C. fagerholmi, C. eudyptulae, C. ogmorhini, pois estas
espécies apresentam grande semelhanca no numero e padréo de distribuicéo de papilas caudais.

C. australe pode ser diferenciado das espécies C. fagerholmi e C. rudolphii F descritas
por D’Amelio et al. (2012), pelo comprimento dos espiculos que variam de (4,15-4,85 e 5,96—
7,30), respectivamente, contra (9,6-15,88) em C. australe descrito por Garbin et al. (2011),
valores semelhantes ao encontrado no presente estudo (9,54-13,91 mm). No entanto Biolé et al.
(2012) ao assinalarem a ocorréncia de C. australe em P. brasilianus na Argentina observaram
variacdes morfométricas que os autores consideraram como variacdes intraespecificas, até que
estudos moleculares provem o contrario ou corroborem com seus resultados. Os autores

observaram: posi¢do mais anterior do anel nervoso e deiridio, ventriculo e apéndice ventricular
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menores, maior nimero de papilas pré-cloacais, localizacdo pré-equatorial da vulva e menor
tamanho dos ovos.

Garbin et al. (2014), ao adicionarem um novo hospedeiro parasitado por C. australe
também na Argentina (Phalacrocorax gaimardi Lesson & Garnot, 1828) assinalaram variagdes
morfométricas que corroboram em parte com os achados de Biolé et al. (2012), como maior
amplitude no nuimero de papilas pré-cloacais, menor tamanho do ventriculo e apéndice
ventricular nos espécimes machos, vulva mais pré-equatorial e menor tamanho dos ovos nas
fémeas. No entanto, a diferenca morfométrica mais importante se deu no comprimento dos
espiculos, quase um tergo mais curto do que os descritos nos espécimes encontrados em P.
brasilianus do Chile (7,2-10,44 x 9,6-15,88). Como podemos observar dentro das espécies
congéneres de Contracaecum parasitos de aves piscivoras ha uma grande faixa de variagdo em
diversos caracteres métricos que possibilitam o encaixe de maultiplas espécies e dificultam a
diferenciacdo das espécies com clareza.

C. australe pode ser diferenciado de C. jorgei também registrado em P. brasilianus
(Syn. Nannopterum brasilianus) pelo comprimento dos espiculos, razdo entre comprimento do
corpo/ comprimento dos espiculos e menor nimero de papilas pré-cloacais. Além disso 0s
autores Sardella et al. (2020), quando descreveram a espécie relataram a presenca de duas
papilas nos labios ventrolaterais, além do labio dorsal ser mais longo que os ventrolaterais,
enquanto em C. australe os labios possuem o mesmo e tamanho e os labios ventrolaterais
possuindo somente uma papila labial e um fasmideo em cada Garbin et al. (2011), resultados
semelhantes aos do presente estudo.

De acordo com Garbin et al. (2011), anélises morfoldgicas e diagndstico diferencial de
especimes machos de C. australe permitiram a deteccdo de diferencas em varios caracteres,
incluindo comprimento do espiculo, formato peculiar da cauda masculina, disposi¢do das
papilas paracloacais e profundidade e forma da fenda no interlabio. Quanto aos caracteres
mencionados pelos autores como: constricdo caudal apos as papilas paracloacais e presenga da
placa mediana (papila mediana), ndo demonstram ser caracteres fortes para diferenciagdo por
exemplo entre C. australe e C. rudolphii s.l., ja que apesar de ndo terem sido descritas por
alguns autores, parecem claramente presentes em suas ilustracbes ou mesmo fotomicrografias.
(ver Abollo et al. 2001; Amato et al. 2006; D’ Amelio et al. 2012; Moravec e Scholz, 2016),
como ressaltado pelos proprios autores (Garbin et al. 2011).

Garbin et al. (2014), levantaram a possibilidade dos espécimes descritos por Amato et
al. (2006), como C. rudolphii pertencerem na verdade a C. australe devido esses espécimes

compartilharem certas caracteristicas morfoldgicas (por exemplo, labios, interlabios, arranjo e
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namero de papilas caudais) e o0 mesmo hospedeiro, porém se levarmos em consideragdo o
comprimento dos espiculos e a razdo BL/SL entre (C. rudolphii 4,5-8,2 e 3,8-4 vs 9,6-15,88 e
1, 4-1,8 C. australe) podemos observar que esses parasitos se enquadram melhor dentro de C.
rudolphii s.l., j& que essas caracteristicas até entdo parecem ser a mais consistentes para
diferenciacdo entre as espécies do complexo C. rudolphii e C. australe. No entanto
concordamos com os autores sobre a necessidade de se realizar uma revisdo dos espécimes
mencionados e se possivel avalid-los molecularmente de forma a complementar o diagnostico
morfoldgico destes parasitos.

Além disso o comprimento dos espiculos e razdo BL/SL parecem ser caracteristicas
relevantes para diferenciacdo de C. australe das espécies do complexo C. rudolphii, ja que até
entdo as espécies do complexo descritas molecular e morfologicamente possuem comprimentos
de espiculos menores que C. australe: C. rudolphii A 6.8-7.2 e C. rudolphii B 8.6-9.5
Mattiucci et al. (2008); C. rudolphii C 5.20-5.96 D’ Amelio et al. (2007); C. rudolphii D 3.90—
6.99 e C. rudolphii E 5,53-6.13 Shamsi et al. (2009b); C. rudolphii F 5.96-7.30 D’ Amelio et
al. (2012), e maior razdo BL/SL nas espécies do complexo C. rudolphii do que em C. australe.
C. rudolphii A, B e C apesar de ndo descritos morfologicamente, os autores em seus trabalhos
relatam o tamanho dos espiculos para as espécies (MATTIUCCI et al. 2008; D’AMELIO et al.
2012).

Nematodeos representativos aos espécimes do morfotipo Il, apds comparagdo
morfoldgica foram denominadas provisoriamente Contracaecum sp.1., pois ndo se enquadram
em nenhuma das espécies descritas na literatura e, devido a pequena gquantidade de espécimes
para estudo morfoldgico e caracterizacdo molecular, serdo destinados a estudos futuros.

Dentre os nematddeos Contracaecum parasitos de aves piscivoras descritos, C.
multipapillatum, C. pyripapillatum, C. overstreeti, C. gibsoni, C. travassosi, C. spasskii, C.
ovale, C. mexicanum, C. heardi, C. mirounga, C. quadripapillatum, C. granulosum e C.
tricuspis, podem ser prontamente diferenciados de Contracaecum sp.1., por possuirem papilas
caudais poés-cloacais duplas, enquanto nossos espécimes apresentaram papilas pds-cloacais
simples (BAYLIS, 1932; MORGAN, 1949; MAWSON 1953; DIAS-UNGRIA, 1978;
BARSON e MARSHALL, 2004; SHAMSI et al. 2008; MATTIUCCI et al. 2010; GARBIN et
al. 2011; GALEANO e TANZOLA, 2012; L1 et al. 2013; SAAD et al. 2018; SHAMSI et al.
2019a). C. caballeroi, possui maior comprimento do corpo, espiculos significativamente
menores (24,29-26,97; 0,90-1,09) x (7,49-9,69 e 3,17-4,74) e maior niUmero de papilas pré-
cloacais que Contracaecum sp.1. (LENT e FREITAS, 1948). C. plagiaticium possui papilas

caudais pds-cloacais em namero de oito pares, com 3 pares de papilas subventrais dispostas em
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fileira longitudinal, enquanto os nossos espécimes apresentam sete pares de papilas caudais
pos-cloacais e somente dois pares de papilas caudais subventrais, aléem de comprimento do
corpo menor (7,49-9,69) x (12,46-16,75).

C. pelagicum difere de Contracaecum sp.l., pelo comprimento do corpo e razdo
comprimento do corpo/ comprimento do espiculo (11-25,08 e 3,6-4,9 x 7,49-9,69 e 1,6-3,1)
(Garbin et al. 2007). C. microcephalum, C. fagerholmi e C. septentrionale podem ser
diferenciados por apresentarem interlabios lisos e pela razdo comprimento do corpo/
comprimento do espiculo, maior em C. microcephalum (3,9-4,7); C. fagerholmi (5.0-5,54) e
C. septentrionale (32,3-39,6) x (1,6-3,1) nos presentes espécimes (KREIS, 1955; SHAMSI et
al. 2009; D’AMLEIO et al. 2012). C. jorgei apresenta maior razdo comprimento do corpo/
comprimento dos espiculos, interlabios lisos e menor nimero de papilas pré-cloacais, além de
apresentar 2 papilas em cada labio, enquanto nossos espécimes apresentam interlabios fendidos
e labios ventrolaterais somente com uma papila e, um anfideo deslocado para a linha lateral do
corpo do parasito (SARDELLA et al. 2020).

C. chubutensis, C. australe, C. eudyptulae e C. ogmorhini possuem espiculos
significativamente maiores que Contracaecum sp.1., (6-12,6; 9,6-15,88; 8,97-12,51; 10,42—
13,73 x 3,17-4,74 mm), respectivamente (GARBIN et al. 2008; GARBIN et al. 2011; SHAMSI
et al. 2009a). C. bioccai apresenta maior comprimento do corpo e espiculos e, maior razdo
comprimento do corpo/ comprimento do espiculo, (21-26, 5,8-6,5 e 3,6-4), quando comparado
a Contracaecum sp. 1., (7,49-9,69, 3,17-4,74 e 1,6-3,1). C. himeu se assemelha muito aos
espécimes do presente estudo em relacdo ao numero e padrao de distribuicdo das papilas caudais
pos-cloacais, contudo podem ser diferenciados por conta do maior comprimento do corpo e
maior relacdo comprimento do corpo/ comprimento do espiculo (18,3-36,3 e 5-6,3 x 7,49-9,69
e 1,6-3,1) e ainda por C. himeu possuir interlabios ndo fendidos. (NAGASAWA et al. 1999).

Zhang et al. (2020), ao estudarem nematddeos Contracaecum parasitos de aves
piscivoras na China por meio de analises morfologicas e moleculares propuseram a ocorréncia
de uma nova espécie para 0 género. Contudo os autores ndo atribuiram a esta nova espécie
nenhuma denominacdo taxondmica especifica e levantaram a necessidade desses parasitos
serem bem mais estudados.

A pequena quantidade de espécimes machos encontradas de Contracaecum sp. 1
dificultou o diagnostico conclusivo destes nematddeos e a realizacdo de analises moleculares
para sua caracterizagdo molecular. No entanto, ao comparar esses espécimes com outras
espécies do género que parasitam aves piscivoras, pode-se observar diferencas nos caracteres

morfologicos estudados, que os diferenciam das demais espécies. Contudo sdo necessarios mais



59

estudos para a correta classificagdo taxondmica e designacdo nomenclatural formal destes
nematodeos.

Espécimes referentes ao morfotipo 111 de Contracaecum do presente estudo exibem
caracteres morfoldgicos claramente relacionados ao complexo C. rudolphii s. I. Sendo que este
complexo atualmente compreende seis espécies cripticas reconhecidas (C. rudolphii A, B, C,
D, E e F), sendo que C. rudolphii A, B e C apesar de j& reconhecidos molecularmente ainda n&o
foram descritos morfologicamente (MATTIUCCI et al. 2008; D’AMELIO et al. 2012).

D’ Amelio et al. (2012) ja havia registrado a necessidade de mais estudos para
determinar se caracteres morfoldgicos podem ser utilizados para distinguir e atribuir nomes
formais a estes nematodeos.

Comparando nossos espécimes as demais espécies de C. rudolphii s. I. reconhecidas por
meio de andlises moleculares e/ou morfoldgicas podemos observar pequenas diferencas
encontradas em alguns caracteres métricos como: menor comprimento do corpo e maior
comprimento dos espiculos e, consequentemente menor razdo comprimento do corpo/
comprimento dos espiculos em nossos espécimes (1,4-1,56) se comparados a C. rudolphii
(3,78-4) Amato et al. (2006); C. rudolphii D (3,7-3,8) e C. rudolphii E (4,3-4,4) Shamsi et al.
(2009b); C. rudolphii F 2,5-2,7 D’ Amelio et al. (2012). Dentre estas especies nossos resultados
se assemelham mais a C. rudolphii F descrito em Pelecanus occidentalis nos Estados Unidos
por D’ Amelio et al. (2012). Contudo para determinacdo se nossos espécimes realmente

pertencem ao complexo Contracaecum rudolphii futuros estudos genéticos sdo necessarios.

Devido a pequena quantidade de espécimes referentes ao morfotipo IV (3 espécimes
machos recuperados) e a péssima qualidade dos exemplares coletados de uma outra ave
descongelada, sendo possivel a utilizacdo somente de 1 exemplar macho, identificado
previamente como morfotipo V. Estes ap6s analises morfoldgicas foram previamente atribuidos
ao complexo Contracaecum multipapillatum e, a espécie Contracaecum microcephalum,
respectivamente. Principalmente devido a grande semelhanga no nimero e arranjo das papilas
caudais pos-cloacais, comprimento do corpo e espiculos e, uma breve descrigdo morfoldgica
foi realizada.

Nossos especimes do morfotipo IV apresentaram sete pares de papilas pds-cloacais mais
fasmideo, sendo um par de papilas subventrais duplo. Contracaecum granulosum
(Schineyder,1866) Baylis 1932, diferem de nossos exemplares por apresentarem 13-15 pares
de papilas pos-cloacais, sendo 4-6 pares dispostas formando fileiras duplas de cada lado do

corpo, um par de papilas duplas, dois pares de papilas ventrolaterais e dois pares sublaterais
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(BAYLIS, 1932). Podem ser diferenciados de C. travassosi descritos também em
Phalacrocorax brasilianus, por conta do arranjo das papilas pds-cloacais nestes espécimes, o
que tambeém é observado nas espécies C. pyripapillatum Shamsi et al. (2008), C. bancrofti
Shamsi et al. (2009a), C. overstreeti e C. gibsoni Mattiucci et al. (2010), C. ovale Galeano e
Tanzola (2012) e C. mirounga Garbin et al. (2019a).

C. heardi apresenta 18 pares de papilas pré-cloacais dispostas em fileiras duplas
paralelas em cada lado do corpo; C. mexicanum podem ser diferenciados por apresentar oito
pares de papilas pos-cloacais simples, mais um par de papilas duplas, além de apresentar de
140-145 pares de papilas pré-cloacais, enquanto nossos espécimes apresentam de 54-94 pares
de papilas pré-cloacais dispostas de forma irregular em fileira ao longo do corpo. Atualmente
se reconhece o complexo C. multipapillatum por conter quatro espécies cripticas (SHAMSI et
al. 2008; MATTIUCCI et al. 2010). Mais coletas de P. brasilianus se fazem necessérias para
aquisicdo de um namero maior de exemplares desse nematddeo, para se estabelecer uma
adequada descri¢cdo morfomeétrica e caracterizacdo molecular para atribuir estes Contracaecum
a um taxon especifico.

Devido a méa qualidade dos exemplares coletados de uma ave que havia sido congelada,
pela impossibilidade de se realizar a necropsia do material refrigerado, foi possivel a utilizacéo
de somente um espécime macho, previamente identificado a Contracaecum morfotipo V e apds
analise morfoldgica atribuido a C. microcephalum devido principalmente a regido cefalica
curta, colar cefalico diminuto, interlabio ndo bifurcados. Além de apresentar espiculos curtos,
com ponta distal livre curta e pontiaguda, padrdo e nimero de papilas pos-cloacais e nimero de
papilas pré-cloacais condizentes para a espécie (BARUS et al. 1978; SHAMS et al. 2009a).
Para Moravec e Scholz (2016), a forma da extremidade distal dos espiculos permite claramente
a diferenciagdo entre C. rudolphii e C. microcephalum, espécies que possuem maior

semelhanga morfoldgica entre seus congéneres parasitos de aves.



61

7 CONCLUSAO

Anélises morfoldgicas de espécimes de Contracaecum permitiram atribui-los a cinco
taxons distintos: um correspondente a Contracaecum australe, também caracterizado
molecularmente, confirmando a presenca desta espécie parasitando Phalacrocorax brasilianus
na Reserva Extrativista Marinha de Soure, ampliando a distribuicdo geogréfica deste parasito,
sendo este o primeiro registro da espécie no Brasil.

Além disso, analises morfoldgicas revelaram a existéncia de Contracaecum sp. 1
também parasitando P. brasilianus, seus caracteres morfoldgicos apoiam fortemente a hipotese
de que Contracaecum sp. 1 pode ser uma nova espécie do género Contracaecum. Sendo
necessario um maior nimero de espécimes para uma adequada caracterizagcdo morfoldgica e,
sua identificacdo molecular.

Demais taxons identificados por meio de analises morfoldgicas foram atribuidos a
outras trés espécies distintas: C. rudolphii s. I., C. multipapillatum s. I. e C. microcephalum
confirmando a presenca destas espécies em P. brasilianus na Reserva Extrativista Marinha de
Soure, Para-Brasil. Portanto se faz necessario mais estudos para uma correta caracterizacdo
morfoldgica e molecular destes parasitos.

Ademais, a complexidade taxondmica especifica, intraespecifica e a diversidade de
espécies ainda hoje sendo descritas, redescritas e/ou validadas com o auxilio de metodologias
de estudos morfolégicos microscopicos, ultramicroscopicos e moleculares para Contracaecum
spp., ressalta a necessidade de apoiar investigagfes continuas sobre a biodiversidade de
parasitos deste género, a fim de elucidar caracteristicas taxonémicas, sistematicas e contribuir

para melhor compreensdo destes parasitos.
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Guerreiro Giese e equipe; ELAINE LOPES DE CARVALHO; RICARDO LUIS SOUSA SANTANA; RAUL HENRIQUE DA SILVA PINHEIRO -
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We certify that the proposal "TAXONOMY AND PHILOGENY OF HELMINTH PARASITES OF Phalacrocorax brasilianus (Aves:
Phalacrocoracidae) IN THE ISLAND OF MARAJO, PARA", utilizing 10 Birds (males and females), protocol number CEUA 6309230520
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SANTANA; RAUL HENRIQUE DA SILVA PINHEIRO - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal Rural
University of Amazonia (CEUA/UFRA) in the meeting of 08/05/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 07/2020 a 07/2023 Area: Parasitologia

Origem: Animais provenientes de doacdo espontdnea

Espécie: Aves sexo: Machos e Fémeas idade: 1a20anos N: 10
Linhagem: ndo se aplica Peso: 500 a3000g

Local do experimento: LABORATORIO DE HISTOLOGIA E EMBRIOLOGIA (LHEA)/INSTITUTO DA SAUDE E PRODUGAO
ANIMAL/UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

Belém, 05 de agosto de 2020
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Profa. Dra. Natalia Guarino Souza Barbosa Profa. Dra. Ernestina Ribeiro dos Santos Neta

Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal Rural da Amazénia Universidade Federal Rural da Amazonia

Av. Tancredo Neves, 2501, Bairro Montese - CEP: 66077-901 - Belém/PA - tel: 55 (91) 3210-5165
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 16h : e-mail: ceuaufra@gmail.com
CEUA N 6309230520
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3. Ficha de necropsia e coleta de aves
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REGISTRO DE NECROPSIA E COLETAS DE AVES

Espécie/Hospedeiro:

N° Licenca/CEUA: | N° registro:
Procedéncia:

Data de necropsia: | Data da coleta:

Responsdvel pela necropsia:

Responsivel pela coleta:

Sexo: 9 () aC) |Idade: juvenil () Subadulto () Adulto ( )
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Observacoes:




