RESSALVA

Atendendo solicitagdao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese

sera disponibilizado somente a partir
de 22/09/2024.



- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

une Sp"%' “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

o oF wesaUTA LR CAMPUS DE BOTUCATU

PROGRAMA DE ROS-GRADUAQAO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS - ZOOLOGIA

Helmintos parasitos de anuros brasileiros

Edna Paulino de Alcantara

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - Unesp

Tese apresentada ao Programa de PoOs-graduacdo em

Ciéncias Bioldgicas (Zoologia) do
Biociéncias da Universidade Estadual

Instituto de
Paulista —

UNESP, Campus de Botucatu, Sdo Paulo, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias Bioldgicas (Zoologia).

Botucatu, SP
2022



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unes G “JULIO DE MESQUITA FILHO”
p INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
HLI0 DEMESQUTARILHG CAMPUS DE BOTUCATU

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS - ZOOLOGIA

Helmintos parasitos de anuros brasileiros

Edna Paulino de Alcantara
Orientador: Prof. Tit. Reinaldo José da Silva

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - Unesp

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacéo em
Ciéncias Bioldgicas (Zoologia) do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista —
UNESP, Campus de Botucatu, Sdo Paulo, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de

Doutor em Ciéncias Biologicas (Zoologia).

Botucatu, SP
2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Alcantara, Edna Paulino de.
Helmintos parasitas de anuros barsileiros / Edna
Paulino de Alcantara. - Botucatu, 2022

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Reinaldo José da Silva

Capes: 20405006

1. Anfibio. 2. Helmintos. 3. Taxonomia. 4. Zoologia -
Classificacdo. 5. Biologia molecular. 6. Parasitologia.

Palavras-chave: Anfibio; Biologia molecular;
Helmintofauna; Parasitologia; Taxonomia.




L(ﬂ/ %ﬂﬁ[dﬁﬁ %}147720 e Lgaéel
t%m/ed e L%mz/(w'a/ %/{d@;
ﬁ@(:{éca @){r %&(f/ﬁo’@ %wz
@Oﬂ/ﬂﬂfﬂ, L%fw e /é(r/( f(m}ém

(Iﬂﬂﬁ(/ff(ﬂfﬁ/ﬁ?/ eny min. ‘C’([/ 7//fﬂ/d/ /)f/(i
7

/ﬁ)f/(/(%yl'ﬂ e /éa(/e//t (é-los mmo/)ﬂ/}j .



/N c _ _ -
(@m/ (1//710771/ ég,mz d?ll/ﬁ?(l/ coisa inerivel esta &}é@/’(&/&(kﬂ,ﬁm@ der descoberta. ”






AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha mée Izabel Mendes de Alcantara Sousa e ao meu pai Francisco Paulino
de Sousa, por todo apoio, incentivo, amor, dedicacdo, confianga e por sempre estarem ao
meu lado em todas as situagOes e decisdes. Cheguei aonde cheguei gragas & vocés, que
sempre fizeram e fazem o melhor por mim. Saibam que vocés sdo os melhores pais que eu

poderia ter. Amo muito vVoceés.

Ao meu orientador Dr. Reinaldo José da Silva, pela confianga em me aceitar como sua
orientada, pela amizade, apoio, ensinamentos, e por sempre estar disposto a ajudar e
compartilhar seu conhecimento sobre helmintos, o qual me ajudou a ser uma pesquisadora

melhor e aprender sobre o fantastico mundo da taxonomia.

Ao Dr. Robson Waldemar Avila, meu orientador de graduacéo, o qual foi o primeiro a me
apresentar o mundo da pesquisa cientifica, ao me aceitar como sua aluna de iniciacao
cientifica. Sou muito grata por todos os ensinamentos, confianca, por toda a paciéncia e

principalmente por sua amizade ao longo de todos esses anos.

Ao Dr. Drausio Honorio Morais, meu orientador de mestrado, o qual foi o primeiro a me
incentivar a pesquisar e trabalhar com parasitas. Muito obrigada por todos os ensinamentos,
pela oportunidade concedida para que eu continuasse no caminho da pesquisa, conversas,

confianca e amizade que construimos ao longo desses anos.

Aos meus irmédos Edson Paulino de Alcantara e Eduardo Paulino de Alcantara, por todo
amor, confianga, apoio e por sempre me incentivarem e acreditarem em mim quando nem

mesmo eu acreditava. Amo muito voces.

Ao meu namorado Jodo Pedro André, por todo amor, apoio, incentivo e paciéncia comigo,
principalmente nesses ultimos meses de redacdo de tese e artigos. Sou muito grata por

compartilhar a vida com vocé. Amo vocé.

A minha grande amiga Cristiana Ferreira da Silva, que esta ao meu lado desde o inicio
dessa trajetoria. Muito obrigada por todo apoio, amizade, confianca, muita paciéncia e por
estar sempre ao meu lado, seja nas peripécias da vida pessoal ou na académica. Obrigada
por embarcar comigo e ndo soltar minha médo. VVocé ¢ a irméa de coragdo que a vida me deu

de presente e vou levar comigo para sempre.



A Angela Maria e Jodo Carlos André, meus sogros, por terem me recebido e acolhido tdo

bem, pelo apoio, incentico e amizade.

A toda a equipe da minha segunda casa em Botucatu: laboratorio de animais silvestres
(LAPAS) por terem me recebido e acolhido tdo bem, pela amizade (Aline Acosta, Aline
Lins, Aline Zago, Diego Vieira, Débora Negrelli, Enzo Emmerich, Fabio Yamada, Karina
Alves, Leticia Ungari, Lidiane Franceschini, Maria Isabel Miiller, Mariana Ebert, Mauricio

Jorge, Melissa Miyuki, Priscilla Fadel, Rodrigo Bravin e Thales Gomes).

A Minha querida amiga que o doutorado e o projeto da FAPESP me proporcionou
conhecer, Leticia Pereira Ungari, pela amizade, parceria, ensinamentos, confianca e por

toda paciéncia em me ensinar e me ajudar.

A Dra. Lucia Helena por todo carinho, amizade, parcerias e cafezinhos ao longo desses
anos que estou na UNESP e que o projeto de pesquisa nos proporcionou nos conhecer e nos

aproximar.
A banca examinadora, pelas sugestdes e disponibilidade.

Ao CNPq, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, pela bolsa de

estudos que me foi concedida (processo 141322/2018-7).

A FAPESP, Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo pelo apoio financeiro
para realizacdo de grande parte dessa tese (processo 2018/09623-4).






SUMARIO

RESUMO ...ttt et R Rttt e st e R e e R AR e e R e R R e e R e R e R R ne e n e 2
AB ST RACT ettt et et R e R R oA R R e R e et R R Re e aR e e Rt e n e e renneenre e 4
LI (0] 01607\ TP 6
OBUIETIVOS. ...ttt e Rt E Rt E e st e R e AR e AR e e e R e e Rt e et e an e e R e e Rt e R e e R e re e ne s 12
(@ 01T A V0T T=T -SSP 12
ODJELIVOS ESPECITICOS. ... . viteriteti ittt sttt bbbt e bbbt e bRt e bbbt b bttt b et b et et e bt sb et 12
MATERIAL E METODOS........coiiteieeeteeeesee et es ettt esasses s saes et s st s st ssssssss s nasssssensnsessansasensanans 14
AAULOTTZAGOES ...ttt bttt b et b b st e bt h st eb e e E s e bt b e st e bt e b e st ekt e bRt ekt b st e bt e bt b e bt nr e 14
CaracterizaGao das Areas U8 ESIUAD ... .. uiviireieiie ettt ettt b ettt bbbt r et r e 14
(000] [=] e Wo [0S a0 TS o L=To L= [0TSRSO 18
Coleta, preparo e identificacido doS NEIMINTOS...........ooviiiiiiiic e 18
Analises Moleculares € fllOgENELICA .......c.cc.ciiiiii i b e see e e s 24
RESULTADO GERAL ...ttt ettt et se et e e b e st e e be e beeneesneesbeenbeanbeenee 29
REFERENCIAS ...ttt ese sttt 43

CAPITULO 1: Integrative taxonomy in the genus Rhabdias Stiles et Hassall, 1905 from anuran in Brazil,
with the description of three new species and phylogenetic analyses. ..........cccoeiiiriiiineinineceeee 56
CAPITULO 2: Phylogenetic position of Gorgoderina parvicava Travassos, 1922 (Digenea: Gorgoderidae),
parasite of Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) (Anura: Leptodactylidae) in Brazil ..............ccccoeeienns 76
CAPITULO 3: Morphology, genetic characterization and phylogeny of Creptotrema n. sp. (Trematoda:
Allocreadiidae) from the Schmidt's Spinythumb frog Crossodactylus schmidti (Amphibia: Anura)............. 100
ANEXO 1: First molecular assessment on Cosmocerca spp. from Brazilian anurans and the description of a
new species of Cosmocerca (Ascaridomorpha: Cosmocercoidea) from the white-spotted humming frog
Chiasmocleis albopunctata (Boettger, 1885) (Anura, Microhylidae) ..........cccovoireniininnininiicesenes 117
ANEXO 2: Rhabdochona fuscovaria sp. n. (Nematoda: Rhabdochonidae) from the stomach of frog Scinax
fuscovarius (Anura: Hylidae) in Brazil ..........ccooiiiiiie i e e 119

ANEXO 3: A new species of Aplectana (Nematoda: Cosmocercidae) in the Marsupial frog Gastrotheca

microdiscus (Amphibia: Hemiphractidae) from Brazil ...........ccocoiiiiiiiniie e 121
ANEXO 4: Intestinal helminths of Hylodes heyeri Haddad, Pombal & Bastos, 1996 (Anura: Hylodidae) in the
YN oV TR o] (=T A =] -4 | 123
ANEXO 5: Helminths of Dermatonotus muelleri (Anura: Microhylidae) from Northeastern Brazil ............ 125
CONSIDERAGOES FINAIS ..ot teeees ettt 127



@Mw




RESUMO

O Brasil é o pais com a maior riqueza e diversidade de anfibios, sendo conhecidas
atualmente 1.206 espécies validas. A ordem anura apresenta a maior riqueza com 1.162
espécies. Este grupo taxonémico apresenta uma grande diversidade morfologica e
comportamental, sendo considerado importante bioindicador ambiental de areas prioritarias
para conservagdo. No que diz respeito a parasitologia de animais silvestres, estes
hospedeiros sdo excelentes modelos, pois apresentam uma grande diversidade de habitats e
de alimentacdo. Os anuros sdo hospedeiros frequentes para diversas espécies de
platelmintos, nematoides e acantocéfalos. Apesar disso, 0 estudo parasitologico desses
organismos ainda € incipiente, sendo que aproximadamente 92% das espécies ainda ndo
foram estudadas quanto a sua helmintofauna. Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivo inventariar a diversidade de helmintos parasitos de anuros em oito estados
brasileiros, considerando as analises morfologicas, moleculares e as relacbes filogenéticas
desses parasitos. Durante os anos de 2017 a 2021 foram coletados helmintos de 50 espécies
de anuros das familias: Bufonidae, Hemiphractidae, Hylidae, Hylodidae, Leptodactylidae,
Microhylidae e Phyllomedusidae. Foi coletado um total de 28.787 espécimes de helmintos.
Destes, 25.172 espécimes representantes de 50 taxa do filo Nematoda, 2.671 espécimes de
10 taxa da classe Trematoda, 64 espécimes de dois taxa da classe Cestoda, 67 espécimes
de um taxon do subclasse Acanthocephala e 16 espécimes pertencentes a um taxon da
classe Monogenea. Até o presente momento, 15 novas espécies de helmintos foram
registradas: 14 espécies de Nematoda e uma espécie de Trematoda. A diversidade de
helmintos parasitas deste estudo evidencia a necessidade de se intensificar o estudo da
diversidade e analises filogenéticas desses parasitas.

Palavras-chave: Anfibio, Parasitologia, Helmintofauna, Taxonomia, Biologia Molecular






ABSTRACT

Brazil is the country with the greatest richness and diversity of amphibians, with 1,206
valid species currently known. The anura order has the highest richness with 1,162 species.
This taxonomic group presents a great morphological and behavioral diversity, being
considered an important environmental bioindicator of priority areas for conservation.
Regarding the parasitology of wild animals, these hosts are excellent models, as they
present a great diversity of habitats and food. Anurans are frequent hosts for several species
of flatworms, nematodes and acanthocephalans. Despite this, the parasitological study of
these organisms is still incipient, and approximately 92% of the species have not yet been
studied for their helminth fauna. In this context, the present work aimed to inventory the
diversity of helminth parasites of anurans in eight Brazilian states, considering the
morphological and molecular analyzes and the phylogenetic relationships of these
parasites. From 2017 to 2021, helminths were collected from 50 frog species belonging to
the families: Bufonidae, Hemiphractidae, Hylidae, Hylodidae, Leptodactylidae,
Microhylidae, and Phyllomedusidae. A total of 28,787 helminth specimens were collected.
Of these, 25,172 specimens representing 50 taxa of the phylum Nematoda, 2,671
specimens of 10 taxa of the class Trematoda, 64 specimens of two taxa of the class
Cestoda, 67 specimens of a taxon of the subclass Acanthocephala and 16 specimens
belonging to a taxon of the class Monogenea. To date, 15 new species of helminths have
been recorded: 14 species of Nematoda and one species of Trematoda. The diversity of
helminth parasites in this study highlights the need to intensify the study of the diversity
and phylogenetic analysis of these parasites.

Keywords: Amphibian, Parasitology, Helminthofauna, Taxonomy, Molecular Biology
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos durante os estudos realizados para o desenvolvimento desta tese
trazem importante contribuicdo para o conhecimento da riqueza de helmintos em anuros
brasileiros. Através da caracterizacdo morfolégica e molecular dos parasitas realizada até o
presente momento foi possivel identificar 64 taxa de helmintos, dos quais 15 sdo novas
especies, sendo 14 espécies de Nematoda e 1 espécie de Trematoda. Ainda € possivel que esse
ndmero aumente, pois algumas espécies ainda carecem de analises morfoldgicas e
moleculares que serdo realizadas posteriormente.

O presente estudo amplia o conhecimento taxondmico da helmintofauna associada a
anuros brasileiros, através de analises de caracteres morfoldgicos e moleculares, promovendo
descricBes de especies de helmintos e um inventério estruturado das espécies que fazem parte
da anurofauna brasileira. A andlise filogenética realizada até o presente momento, com as
espécies helmintos das familias Cosmocercoidae, Rhabdisiadae e Gorgoderidae que parasitam
anuros brasileiros, as quias terdo suas sequéncias parciais disponiveis no GenBank, nos
possibilitaram fazer inferéncias sobre as relacdes filogenéticas dessas espécies.

A grande variedade de helmintos encontrada nas espécies de anuros alvos deste estudo
evidenciam a necessidade de se intensificar o estudo da diversidade e de analises filogenéticas

destes parasitos.
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