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RESUMO

Teorias sobre evolugdo e ecologia de associagdes interespecificas oferecem
uma forte ligagao entre questdes de importancia global. Paradigmas tradicionais
tém levado a paradoxos sobre elementos do sistema biolégico incluindo a
evolugao de espécies e suas associagdes ecoldgicas. A existéncia de paradoxos
em evolugao exige a avaliagdo de novas abordagens que permitam acomodar
dados empiricos acumulados e permitir uma maior compreensao da evolugao
das associagdes. Com esse obijetivo foi proposto o Paradigma de Estocolmo
integrando quatro conceitos ecoldgicos e histéricos: (1) Ecological Fitting, (2) a
Hipotese de Oscilagéo, (3) a Teoria do Mosaico Geografico de Coevolugao e (4)
Pulsos de Taxons. Os Platyhelminthes compreendem trés classes de vermes
parasitos (Trematoda, Cestoda e Monogenoidea) que apresentam alta
diversidade na morfologia dos grupos, na interacdo com os hospedeiros, micro-
habitat, ciclo de vida, dieta e comportamento. Apesar do status monofilético dos
Monogenoidea ainda ser foco de duvida, Heteronchoinea e Polyonchoinea
podem ser reconhecidas como monofiléticas por dados morfolégicos e
moleculares. Os Dactylogyridea compdéem a ordem mais rica em espécies das
seis reconhecidas em Polyonchoinea. Assim o presente estudo foi dividido em
dois capitulos. O primeiro capitulo teve como objetivo reconstruir a histéria
evolutiva dos Dactylogyridae sensu Kritsky e Boeger, 1989, incluindo sequencias
de espécies obtidas de varias regides do planeta, sequencias essas proprias e
que estdo disponiveis em banco de dados; (2) avaliar e revisar a atual
classificagdo taxondmica do grupo proposta por Kritsky e Boeger (1989)
utilizando informacgdes de caracteres morfoldgicos e moleculares, propondo uma
nova classificagdo preliminar para a subordem Dactylogyridae. Para isso
cinquenta e trés novas sequencias (variando entre 585-1487 pb) do fragmento
parcial de 28S rDNA de dez espécies conhecidas de monogendideos e sete
novos géneros, todos parasitos de hospedeiros Neotropicais, foram alinhadas a
162 sequéncias disponiveis nos bancos de dados para produzir analises
filogenéticas sob os critérios de inferéncia Bayesiana e maxima verossimilhanca.
Ja para o fragmento parcial de 18S rDNA foram sequenciadas vinte espécies de
monogenoideos que foram alinhadas a 67 sequéncias disponiveis nos bancos
de dados para produzir analises filogenéticas sob os critérios de inferéncia
bayesiana e maxima verossimilhanca. As analises bayesianas e de maxima
verossimilhanga dos fragmentos parciais do rDNA 18S e rDNA 28S resultaram
em hipoteses filogenéticas com topologias similares. Com isso foi proposta uma
nova classificagao preliminar na tentativa de alocar, de forma mais congruente
com os resultados obtidos, as espécies que compdem o grupo. Ja o segundo
capitulo teve como objetivo testar empiricamente os modelos de diversificagao
decorrentes dos elementos do PE em diversos niveis de complexidade biolégica
e avaliar processos e fatores historicos gerais que influenciaram e ainda
influenciam a diversificagao e distribuigdo geografica de hospedeiros e parasitos.
Para isso os padrdes histéricos de relacionamento hospedeiro-parasito e de sua
distribuicdo geografica foram reconstruidos com base em uma reconstrugéao
filogenética bayesiana. As ordens e familias de hospedeiros, bem como a regido



em que esses organismos se encontram presentes foram mapeadas na
reconstrugao filogenética para o gene rDNA 28S utilizando-se o algoritmo de
Lieberman. Com isso foram observados diversos eventos de expansédo e
isolamento no recurso utilizado por esses parasitos, associados em sua maioria
a eventos de incorporacdo ou troca imediata de hospedeiros.

Palavras-chave: Monogenoidea. Dactylogyridae. Dactylogyrinea. Taxonomia.
Paradigma de Estocolmo. Ecological Fitting. Pulso de taxons.



ABSTRACT

Theories on evolution and ecology of interspecific associations offer a strong link
between issues of global importance. Traditional paradigms have led to
paradoxes about elements of the biological system including the evolution of
species and their ecological associations. The existence of evolving paradoxes
requires the evaluation of new approaches to accommodate accumulated
empirical data and to allow a greater understanding of the evolution of
associations. For this purpose, the Stockholm Paradigm was proposed
integrating four ecological and historical concepts: (1) Ecological Fitting, (2) the
Oscillation Hypothesis, (3) the Geographic Mosaic Theory of Coevolution and (4)
Taxon Pulse. Platyhelminthes comprise three classes of parasitic worms
(Trematoda, Cestoda and Monogenoidea) that present high diversity in group
morphology, interaction with hosts, microhabitat, life cycle, diet and behavior.
Although Monogenoidea monophyletic status is still a matter of doubt,
Heteronchoinea and Polyonchoinea can be recognized as monophyletic by
morphological and molecular data. Dactylogyridea make up the richest species
order of the six recognized in Polyonchoinea. Thus, the present study was divided
into two chapters. The first chapter aimed to reconstruct the evolutionary history
of the Dactylogyridae sensu Kritsky and Boeger, 1989, including sequences of
species obtained from various regions of the planet, sequences of their own that
are available in databases; (2) evaluate and review the current taxonomic
classification of the group proposed by Kritsky and Boeger (1989) using
morphological and molecular character information, proposing a new preliminary
classification for the suborder Dactylogyridae. Fifty-three new sequences
(ranging from 585-1487 bp) of the partial 28S rDNA fragment from ten known
monogenoid species and seven new genera, all parasites of Neotropical hosts,
were aligned to 162 sequences available in the databases to produce this.
phylogenetic analyzes under the criteria of Bayesian inference and maximum
likelihood. For the 18S rDNA partial fragment, twenty monogenoid species were
sequenced and aligned to 67 sequences available in the databases to produce
phylogenetic analyzes under the criteria of Bayesian inference and maximum
likelihood. Bayesian and maximum likelihood analyze of the 18S rDNA and 28S
rDNA partial fragments resulted in phylogenetic hypotheses with similar
topologies. Thus, a new preliminary classification was proposed to allocate, more
congruently with the results obtained, the species that make up the group. The
second chapter, on the other hand, aimed to empirically test the diversification
models resulting from the elements of the EP at various levels of biological
complexity and to evaluate processes and general historical factors that
influenced and still influence the diversification and geographical distribution of
hosts and parasites. For this, the historical patterns of host-parasite relationship
and its geographical distribution were reconstructed based on a Bayesian
phylogenetic reconstruction. Host orders and families, as well as the region in
which these organisms are present, were mapped in the phylogenetic
reconstruction for the 28S rDNA gene using the Lieberman algorithm. Thus,
several expansion and isolation events were observed in the resource used by



these parasites, mostly associated with events of incorporation or immediate
exchange of hosts.

Keywords: Monogenoidea. Dactylogyridae. Dactylogyrinea. Taxonomy.
Stockholm Paradigm. Ecological Fitting. Taxon Pulse. Phylogeny.
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INTRODUGAO GERAL

A relagao entre hospedeiros e parasitos € uma das principais interagdes
bidticas que conhecemos (Schmid-Hempel, 2011). Devido a alta frequéncia entre
as interagbes hospedeiros-parasito estudos sugerem a necessidade de
aprimorar a compreensdo sobre quais fatorem estdo associados nessas
interagdes (Brooks e Ferrao, 2005; Brooks et al., 2006; Brooks e Hoberg, 2007).
A compreensdao dos fatores que influenciam os relacionamentos entre
hospedeiros e seus parasitos em conjunto com a especificidade em relagao a
um determinado hospedeiro contém a chave para a compreensao da evolucéo
dessas associagdes (Anderson e May, 1978; Brooks e McLennan, 1991, 1993;
Thompson, 1997, 2005; Agosta et al., 2010).

Durante o ultimo meio século os paradigmas tradicionais tém levado a
diversos paradoxos sobre dispersdo, colonizagao e evolugao das associacdes
ecoldgicas interespecificas (Thompson, 2005). O paradoxo do parasitismo
(Agosta et al., 2010) se baseia na combinacédo de observagdes filogenéticas e
ecologicas. De acordo com esse paradoxo parasitos sdo especialistas
ecologicos e: (a) espécies especialistas e generalistas ndo ocorrem em
igualmente; (b) muitas doengas emergentes ocorrem mais rapidamente do que
o esperado devido; e (c) as comparagdes filogenéticas entre parasitos e
hospedeiros evidenciam altos niveis de trocas de hospedeiros na diversificagdo
e mudanca de ambiente dos grupos, diferente do proposto nos paradigmas
tradicionais (Agosta et al., 2010; Brooks et al., 2014).

Nesse cenario surge o Paradigma de Estocolmo (Hoberg e Brooks, 2015)
como uma proposta com uma base conceitual para resolver o paradoxo do
parasitismo estendendo-se de principios Darwinianos fundamentais (Agosta et
al., 2010) e englobando quatro preceitos ecoldgicos fundamentais: (1) Ecological
Fitting (Janzen, 1985) — o conceito tenta explicar como trocas de hospedeiros
podem ocorrer rapidamente e frequentemente, sem que seja necessaria a
evolucédo de um espectro de novidades evolutivas associadas a exploragédo do
novo recursos, representado pelo novo hospedeiro, como uma funcédo da

flexibilidade fenotipica e conservadorismo filogenético de caracteres modelado



como Sloppy fitness space (Agosta, 2006; Agosta & Klemens, 2008, 2009;
Agosta et al, 2010). (2) A Hipotese de Oscilagao, a qual descreve eventos de
alternacao evolutiva entre organismos generalistas e especialistas (Nylin et al.,
2013). De modo geral novas combinagdes de espécies que interagem surgem
através de processos definidos dentro da (3) Teoria do Mosaico Geografico de
Coevolugao (Thompson, 2005). A consideravel complexidade resulta na (4)
Hipotese de Pulsos de Taxons (Taxon Pulse) (Erwin, 1985).

Na regido Neotropical processos associados a diversificagdo de espécies
dos mais diversos grupos sao inumeros, desde processos influenciados por
caracteristicas intrinsecas até padroes e processos influenciados por
caracteristicas ambientais, cenario que se torna ainda mais complexo ao se
considerar associagdes ecoldgicas, como o parasitismo. Ao estudar modelos de
diversificacao (i.e., Taxon Pulse, mudanca de recursos por ecological fitting,
padrées de oscilagdo, dentre outros) de peixes Osseos de agua doce e seus
parasitos € possivel testar padrées esperados em diversos niveis de

complexidade biologica.

No entanto a distribuicido do sistema parasito-hospedeiro ndo é
obrigatoriamente resultante apenas de eventos de coespeciagédo, podendo ser
resultado de outros processos adaptativos e ndo adaptativos. Estudos de
coevolugao demonstram com frequéncia que a coespeciagcao pode nao ser mais
comum do que previamente esperado, padrdes recuperados com grande
prevaléncia em estudos macro evolutivos de associacao histérica sugerem que
troca de hospedeiro parece estar diretamente vinculada ao conceito de

Ecological Fitting (Janzen, 1985).

Baulechner et. a. (2013) sugerem que a grande diversidade dos grupos
de parasitos torna esse modo de vida um dos modos de maior sucesso e um
interessante modelo para estudos de especiacdo. Apesar de compartilharem o
modo de vida parasitario, parece haver diferencas fundamentais dos padrbes de
relacionamento historico entre parasitos e seus hospedeiros conforme o grupo
taxondémico dos associados. Marques (2014) sugere, por exemplo, que espécies
de Ergasilus nado apresentam barreira filogenética na composigdo das

associagodes, diferente do proposto para os Monogenoidea Neotropicais, onde



parece existir limites para os eventos de trocas de hospedeiros associados a

barreiras filogenéticas (Braga, Razzolini e Boeger, 2015).

Monogenoidea, aqui utilizado como modelo, se apresenta como um
excelente grupo para estudos de processos coevolutivos e para testar ideias
derivadas do Paradigma de Estocolmo (PE). Coevolugéo é um termo abrangente
que descreve processos macro evolutivos (coespeciagao, historicamente
considerada como um modelo nulo durante procedimentos de reconstrugao de
histéria das associagdes) e micro evolutivos (coacomodagéo) as quais definem
de forma eficaz a extenséo e o contexto das associagdes entre hospedeiros e

seus parasitos (Brooks e McLennan, 2002).

Os Neodermata (Platyhelminthes) compreendem trés classes de vermes
parasitos (Trematoda, Cestoda e Monogenoidea) que apresentam alta
diversidade na morfologia dos grupos, na interagdo com os hospedeiros, micro-
habitat, ciclo de vida, dieta e comportamento (Rohde, 1994; Perkins et al., 2010).
Os Monogenoidea podem ser divididos em duas subclasses: Polyonchoinea e
Heteronchoinea, essa podendo ser subdividida em duas infra subclasses

(Polystomatoinea e Heteronchoinea) (Kritsky e Boeger, 2001).

Apesar do status monofilético dos Monogenoidea ainda ndo ser um
consenso dentro do grupo que estuda o grupo (ver Justine, 1991, 1998; Boeger
e Kritsky, 1993, 2001; Perkins et al., 2010; Mendoza-Palmero et al., 2015),
Heteronchoinea e Polyonchoinea podem ser reconhecidas como monofiléticas
por dados moleculares (Mollaret et al., 1997; Littlewood et al., 1998, 1999, 2001)
e morfolégicos (Boeger e Kritsky, 1993, 1997; Littlewood et al., 1999). Dentre as
ordens que compdem Polyonchoinea Bychowsky, 1937, os Dactylogyridae

Bychowsky, 1937 compdem a ordem mais rica do grupo.

Kritsky e Boeger (1989) sugeriram, com auxilio de caracteres
morfolodgicos, que os Dactylogyridae, naquele momento, fosse composta por
nove subfamilias: Anacanthorinae, Ancylodiscoidinae, Ancyrocephalinae,
Dactylogyrinae, Hareocephalinae, Heterotesiinae, Linguadactylinae,
Linguadactyloidinae e Pseudodactylogyrinae. Estudos filogenéticos recentes
baseados em diferentes marcadores moleculares (i.e., 16S, 18S, ITS, 28S)

sugerem que a subfamilia Ancyrocephalinae de fato representa um agrupamento



parafilético, composto por pelo menos dois clados ecologicamente divergentes:
(1) um grupo composto por espécies marinhas previamente alocadas em
Ancyrocephalinae, representando um grupo irmao das subfamilias
Dactylogyrinae e Pseudodactylogyrinae, e (2) um segundo composto por
espécies de Ancyrocephalinae de agua doce que se apresentam como grupo
irmao de Ancylodiscoidinae (com espécies parasitando bagres de agua doce)
(Simkova et al., 2003; Plaisance et al., 2005; Wu et al., 2007; Blasco-Costa et
al., 2012; Mendoza-Palmero et al., 2014).

Assim o presente estudo foi dividido em dois capitulos integrados e em
niveis de complexidade distintos. O primeiro capitulo, intitulado “Filogenia dos
Dactylogyrinea baseada em rDNA e uma proposta de classificagdo”, teve como
objetivo (1) reconstruir a histéria evolutiva dos Dactylogyridae sensu Kritsky e
Boeger, 1989, incluindo sequencias de espécies obtidas de varias regides do
planeta, incluindo aquelas que se encontram disponiveis nos banco de dados
online (e.g. GENBANK) e novas sequencias obtidas durante esse estudo; (2)
avaliar e revisar a atual classificagdo taxonémica do grupo proposta por Kritsky
e Boeger (1989) utilizando informagbes de caracteres morfologicos e
moleculares, propor uma nova classificagdo preliminar para a subordem
Dactylogyridae. Ja o segundo capitulo, intitulado “Ecologia historica dos
Dactylogyrinea (Platyhelminthes: Polyonchoinea)’, teve como objetivo testar
empiricamente os modelos de diversificacdo decorrentes dos elementos do PE
em diversos niveis de complexidade biolégica (ambiente e hospedeiros,
hospedeiros e parasitos) e avaliar processos e fatores histéricos gerais
intrinsecos e extrinsecos que influenciaram e ainda influenciam a diversificagao

e distribuicdo geografica de hospedeiros e parasitos.
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CAPITULOI

FILOGENIA DOS DACTYLOGYRINEA BASEADA EM DNA
RIBOSSOMAL E UMA PROPOSTA DE CLASSIFICACAO

RESUMO

O status filogenético dos Monogenoidea vem sendo cada vez mais foco de
estudos por parte dos taxonomistas do grupo. Dactylogyridea Bychowsky, 1937
representa a ordem mais rica em espécies das seis reconhecidas em
Polyonchoinea. A primeira andlise cladistica da classe, baseada ainda em
caracteres morfolégicos, sugere uma relagdo préxima entre Dactylogyridae,
Pseudomurraytrematidae e Diplectanidae. Na ultima década estudos sobre o
relacionamento filogenético de espécies de Dactylogyridae se tornou um dos
campos mais ativos nos estudos em sistematica filogenética dos
monogendideos. Dessa forma, o presente capitulo teve como objetivo reconstruir
a historia evolutiva dos Dactylogyridae e revisar a atual classificagao taxonémica
do grupo utilizando informagdes de caracteres morfoldgicos € moleculares,
propondo uma reorganizagao da classificacdo supra genérica para a subordem
Dactylogyrinea. Para isso 53 novas sequéncias do fragmento parcial de 28S
rDNA de 10 espécies conhecidas de Dactylogyridae € 7 novos géneros foram
alinhadas a 162 sequéncias publicadas de espécies pertencentes as subfamilias
do grupo. Ja para o fragmento parcial de 18S rDNA foram sequenciadas vinte
espécies de monogenodideos que foram alinhadas a 67 sequéncias disponiveis
nos bancos de dados para produzir analises filogenéticas sob os critérios de
inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanca. As analises filogenéticas foram
realizadas sob os critérios de inferéncia bayesiana e de maxima
verossimilhanga. Essas hipéteses resultaram em um agrupamento monofilético
de espécies incluidas tradicionalmente em Dactylogyridae (senso /lato), no
entanto ambas hipoteses ndo suportaram alguns agrupamentos de grupo familia
e de géneros propostos anteriormente. Os resultados forneceram subsidio para
orientar decisdes taxondmicas compativeis com o nivel de conhecimento sobre
o relacionamento filogenético presente. Assim foi realizada uma nova proposta
preliminar de classificacdo do grupo e uma tentativa de alocar, de forma mais
congruente com os resultados apresentados, as espécies que compdéem a
subordem Dactylogyrinea. A nova subordem foi tentativamente dividida em duas
infra subordens (Dactylogyrida e Ancyrocephalidae), quatro superfamilias
(Dactylogyroidea, Protogyrodactyloidea, Ancyrocephaloidea e Ancylodiscoidea)
e nove familias (Dactylogyridae, Pseudodactylogyridae, Tetrancistridae,
Enterogyridae, Protogyrodactylidae, Anacanthoridae, Ancyrocephalidae,
Ancylodiscoididae e Demidospermidae).

Palavras-chave: Monogenoidea. Dactylogyridae. Dactylogyrinea. Taxonomia.
Filogenia.
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ABSTRACT

The phylogenetic status of Monogenoids has been increasingly the focus of
studies by group taxonomists. Dactylogyridea Bychowsky, 1937 represents the
species-rich order of the six recognized in Polyonchoinea. The first cladistic
analysis of the class, still based on morphological characters, suggests a close
relationship  between  Dactylogyridae, Pseudomurraytrematidae = and
Diplectanidae. In the last decade studies on the phylogenetic relationship of
Dactylogyridae species has become one of the most active fields in the studies
on phylogenetic systematics of monogenoids. Thus, this chapter aims to
reconstruct the evolutionary history of the Dactylogyridae and to review the
current taxonomic classification of the group using morphological and molecular
character information, proposing a reorganization of the supra generic
classification for the suborder Dactylogyrinea. For this, 53 new 28S rDNA partial
fragment sequences from 10 known Dactylogyridae species and 7 new genera
were aligned to 162 published sequences from species belonging to the
subfamilies of the group. For the 18S rDNA partial fragment, twenty monogenoid
species were sequenced and aligned to 67 sequences available in the databases
to produce phylogenetic analyzes under the criteria of Bayesian inference and
maximum likelihood. Phylogenetic analyzes were performed under Bayesian
inference and maximum likelihood criteria. These hypotheses resulted in a
monophyletic grouping of species traditionally included in Dactylogyridae,
however both hypotheses did not support some previously proposed family group
and genus groupings. The results provided subsidy to guide taxonomic decisions
compatible with the level of knowledge about the present phylogenetic
relationship. Thus, was made a new preliminary proposal of group classification
and an attempt to allocate, more congruently with the results presented, the
species that make up the suborder Dactylogyrinea. The new suborder was
tentatively  divided into two infra-suborders (Dactylogyrida  and
Ancyrocephalidae), four superfamilies (Dactylogyroidea, Protogyrodactyloidea,
Ancyrocephaloidea and Ancylodiscoidea) and nine families (Dactylogyridae,
Pseudodactylogyridae, Tetrancistridae, Enterogyridae, Protogyrodactylidae,
Anacanthoridae, Ancyrocephalidae, Ancylodiscoididae e Demidospermidae).

Keywords: Monogenoidea. Dactylogyridae. Dactylogyrinea. Taxonomy.



26

1 INTRODUGAO

Os Neodermata (Platyhelminthes) compreendem trés classes de vermes
parasitos (Trematoda, Cestoda e Monogenoidea) que apresentam alta
diversidade na morfologia dos grupos, na interagcdo com os hospedeiros, micro-
habitat, ciclo de vida, dieta e comportamento (Rohde, 1994; Perkins et al., 2010).
Os Monogenoidea podem ser divididos em duas subclasses: Polyonchoinea e
Heteronchoinea, essa podendo ser subdividida em duas infra subclasses

(Polystomatoinea e Oligonchoinea) (Boeger e Kritsky, 2001).

Apesar do status monofilético dos Monogenoidea ainda ser foco de duvida
dos taxonomistas do grupo (ver Justine, 1991, 1998; Boeger e Kritsky, 1993,
2001; Perkins et al., 2010), Heteronchoinea e Polyonchoinea podem ser
reconhecidas como monofiléticas por dados morfologicos (Boeger e Kritsky,
1993, 1997; Littlewood et al., 1999) e moleculares (Mollaret et al., 1997;
Littlewood et al., 1998, 1999, 2001). Essas subclasses s&o unidas por varias
sinapomorfias morfoldgicas: um filamento no ovo, um par de ancoras ventrais,
larvas com trés zonas ciliadas e adultos e larvas com dois pares de olhos

pigmentados (Boeger e Kritsky, 2001).

Os Dactylogyridea Bychowsky, 1937 compdéem a ordem mais rica em
espécies das seis reconhecidas em Polyonchoinea Bychowsky, 1937 (Simkova
et al., 2003). Boeger e Kritsky (2001) propuseram ainda a existéncia e suporte
para cinco subordens: Calceostomatinea, Neodactylodiscinea, Amphibdelatinea,
Tetraonchinea e Dactylogyrinea. A classificacdo proposta por Bychowsky (1957)
incluia trés familias na subordem Dactylogyrinea: Calceostomatidae Parona e
Perugia, 1890, Diplectanidae Monticelli, 1903 e Dactylogyridae Bychowsky,
1933. Dactylogyridae, por sua vez, era composta por trés subfamilias:
Linguadactylinae = Bychowsky, 1957, Dactylogyrinae Price, 1966 e
Ancyrocephalinae Bychowsky, 1937 (Simkova et al., 2002). Gussev (1961) e
Price (1967) removeram diferentes géneros originalmente agrupados em
Ancyrocephalinae e propuseram trés novas subfamilias dentro de
Dactylogyridae: Ancyloscoidinae, Heteronchocleidinae e Anacanthorinae

(Simkova et al., 2003). Subsequentemente, Bychowsky e Nagibina (1978)



27

removeram quatro subfamilias dos Dactylogyridae e elevaram Ancyrocephalinae
ao status de familia incluindo Linguadactylinae Bychowsky, 1957,
Ancylodiscoidinae Gusev, 1961 e Hareocephalinae Young, 1968. Kritsky et al.
(1978) alocaram em Dactylogyridae quatro géneros presentes em
Ancyrocephalinae e propuseram Pseudomurraytrematinae como uma nova
subfamilia de Dactylogyridae, a qual foi subsequentemente elevada ao nivel de
familia por Beverley-Burton (1984) (Simkova et al., 2002).

Além dessas alteragdes propostas para as familias e subfamilias, Euzet e
Dossou (1979) propuseram Heterotesiidae dentro dos Dactylogyrinea
removendo Heterotesia Paperna, 1969 de Ancyrocephalinae. Thatcher e Kritsky
(1983) propuseram Linguadactyloides (Thatcher e Kiritsky, 1983) e os
Linguadactyloidinae dentro dos Dactylogyridae (Thatcher e Kritsky, 1983).
Ogawa (1986) removeu Pseudodactylogyrus Gusev, 1965 de Ancyrocephalinae
alocando-os em uma nova subfamilia, a Pseudodactylogyrinae, dentro dos
Ancyrocephalidae. Nesse mesmo ano, Pseudodactylogyrinae foi elevada a

familia por Le Brun et al. (1986) como Pseudodactylogyridae.

A primeira analise cladistica da classe Monogenoidea baseada em
caracteres morfologicos de todas as familias e proposicédo de um sistema de
classificagado do grupo foi realizada por Boeger e Kritsky (1993). Nesse estudo
os autores detectaram uma relagdo proxima entre Dactylogyridae,
Pseudomurraytrematidae Kritsky, Mizelle e Bilgees, 1978 e Diplectanidae dentro
da ordem Dactylogyridea. Nas ultimas duas décadas, a classificacdo e o
relacionamento filogenético dos monogendideos da familia Dactylogyridae se
tornou um dos campos mais ativos nos estudos em sistematica filogenética dos
monogenodideos (Simkova et al., 2003; Plaisance et al., 2005; Wu et al., 2007;
Blasco-Costa et al., 2012; Mendoza-Palmero et al., 2015; Zhang et al., 2018a,
2018b; Rubtsova e Heckmann, 2019; Soo, 2019).

Utilizando-se de caracteres morfolégicos para a reconstrucdo de uma
hipotese filogenética para as subfamilias previamente propostas para
Dactylogyridae, Kritsky e Boeger (1989) nao encontraram suporte para0
Ancyrocephalidae sensu Bychowsky e Nagibina (1978) e sugeriram que essa
familia, naquele momento, deveria ser considerada um sindénimo junior de

Dactylogyridae. Assim, Kritsky e Boeger (1989) propuseram que Dactylogyridae
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fosse composta por nove subfamilias: Anacanthorinae, Ancylodiscoidinae,
Ancyrocephalinae, Dactylogyrinae, Hareocephalinae, Heterotesiinae,

Linguadactylinae, Linguadactyloidinae e Pseudodactylogyrinae.

Estudos filogenéticos recentes baseados em diferentes marcadores
moleculares (i.e., 16S, 18S, ITS, 28S) sugerem que a subfamilia
Ancyrocephalinae de fato representa um agrupamento parafilético, composto por
pelo menos dois clados ecologicamente divergentes: (1) um grupo composto por
espécies marinhas previamente alocadas em Ancyrocephalinae, representando
um grupo irmao das subfamilias Dactylogyrinae e Pseudodactylogyrinae, e (2)
um segundo composto por espécies de Ancyrocephalinae de agua doce que se
apresentam como grupo irméao de Ancylodiscoidinae (com espécies parasitando
bagres de agua doce) (Simkova et al., 2003; Plaisance et al., 2005; Wu et al.,
2007; Blasco-Costa et al., 2012; Mendoza-Palmero et al., 2015).

A parafilia de Ancyrocephalinae é resultado da auséncia de caracteres
morfolégicos que definam os agrupamentos taxondémicos e a presenga de
caracteristicas homoplasicas nessa subfamilia (Kritsky e Boeger, 1989). Os
géneros que a compdem apresentam alta diversidade morfologica e sem duvidas
sdo resultados de multiplos eventos de diversificagdo e consequentemente
apresentam ancestrais distintos. Para minimizar esses conflitos taxonémicos e
auxiliar no posicionamento de futuras espécies descritas € necessaria uma
revisdo morfolégica e molecular das subfamilias que compdem a familia

Dactylogyridae.

Assim, esse capitulo tem como obijetivo: (1) reconstruir a historia evolutiva
dos Dactylogyridae sensu Kritsky e Boeger, 1989, incluindo sequencias de
especies obtidas de varias regides do planeta, incluindo aquela que se
encontram disponiveis nos banco de dados online (e.g. GENBANK) e novas
sequencias obtidas durante esse estudo; (2) avaliar e revisar a atual
classificagao taxonémica do grupo proposta por Kritsky e Boeger considerando
apenas o universo amostral disponivel em 1989 e, utilizando informacdes de
caracteres morfoldgicos e moleculares, propor uma nova classificagao preliminar

para a subordem Dactylogyridae.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Para coleta de monogendideos, peixes neotropicais foram amostrados em
campanhas realizadas em 2013 no estado de Rondbnia pelo bidlogo
responsavel Diogo Hungria; em outubro/2014 nos rios Paraguai e Miranda, no
Municipio de Corumba — MS, obtidos através de pesca esportiva; em julho/2015
nos municipios de Manaus — AM, em colaboragao com a equipe do professor Dr.
José Celso de Oliveira Malta, e Braganga — PA em colaboragdo com a equipe do
professor Dr. Marcus Vinicius Domingues; em janeiro/2016 no rio Parana, no
municipio de Porto Camargo — PR, pelo bidlogo responsavel Dr. Rafael Antunes
Baggio; em outubro/2016 no Rio Apiacas, Municipio de Apiacas — MT, obtidos
através de pesca esportiva; e nos periodos de maio/2017 a fevereiro/2018, no
municipio de Iquitos, Peru, pelo bidlogo responsavel Dr. Germantiss Murrieta
Morey (Fig. 1 e ANEXO I).

Os espécimes hospedeiros foram imediatamente colocados
individualmente em recipientes plasticos, anestesiados com benzocaina e
eutanasiados com sec¢ao medular. Apos este procedimento os peixes foram
transferidos para um recipiente contendo agua aquecida a 60 °C e agitados
vigorosamente de acordo com metodologia de Bueno-Silva e Boeger (2009). A
agua aquecida é fundamental para que ocorra a morte dos parasitos sem que

haja contragao de seu corpo.

Os hospedeiros inteiros ou apenas suas branquias foram fixadas em
etanol 96% e fotografias foram utilizadas para facilitar a determinagdo de
hospedeiros que ndo foram fixados inteiros. No laboratério, os hospedeiros
foram determinados ao menor nivel taxonémico possivel e a coleta dos parasitos
foi realizada através da triagem dos arcos branquiais sob microscopio
estereomicroscépio. Todos os espécimes de parasitos foram conservados em

alcool 96% para procedimentos posteriores.
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Figura 1: Mapa ilustrando a América do Sul. Os tridngulos preenchidos indicam os locais onde
foram realizadas amostragens de hospedeiros.
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2.2 PROCESSAMENTO MORFOLOGICO DOS PARASITOS

Os parasitos obtidos foram utilizados para preparagdao de laminas
permanentes utilizando corante de Tricrbmico de Gomori € montados em
laminas com balsamo do Canada (Humason, 1979). Esse procedimento é
utiizado para observagdo de estruturas internas, ndo endurecidas (ou
esclerotizadas). Outros espécimes de parasitos foram utilizados para confecgéo
de ldminas em meio de Hoyer (Humason, 1979) para observagao de estruturas
esclerotizadas. O estudo morfologico foi realizado com auxilio de uma camera
digital (Olympus QColor 5) acoplada a um microscépio com contraste de fase
e/ou de DIC (Olympus BX 51) com objetivo de realizar identificagdo morfolégica
dos espécimes.

Com auxilio das descricbes das espécies e informacdes morfolégicas
obtidas com os espécimes utilizados nas analises foi produzida uma matriz com
dados morfolégicos utilizada para reconstruir os caracteres ao longo da filogenia
e calcular o indice de consisténcia das caracteristicas com auxilio do software
Mesquite (Maddison e Maddison, 2018) (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas morfologicas utilizadas para realizar a reconstrugéo dos caracteres

morfolégicos nas filogenias moleculares.

N° Caracteres

Olhos (0) Dois pares presentes (1) Ausente (2) Um par presente (3) Trés pares

presentes
2 Gobnadas (0) Em tandem (1) Com sobreposicao

Orgao copulatério (0) Composto por OCM e pecga acessoéria (1) Composto apenas por
OCM

4  Peca Acessoria (0) Articulada diretamente ao OCM (1) Nao articulada com o OCM
5 Vagina (0) Presente (1) Ausente
6 Vagina (0) Esclerotizada (1) Muscular

7  Vagina (0) Dextral (1) Ventral mediana (2) Sinistral
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Vesicula seminal (0) Simples dilatagao do vaso deferente (1) Forma de saco cego
Ganchos (0) Iguais (1) Diferenciados

Ganchos (0) 14, com distribuicdo Ancyrocephalinae (1) 12 (2) 14, ventrais com

distribuicdo marginal (3) 14, 6 dorsais e 8 ventrais (4) 14, 12 marginais e 2 ventrais
Haste dos ganchos (0) Iguais (1) Diferenciadas em duas por¢des

Ancora ventral (0) Presente (1) Ausente (2) Na forma de gancho 4A (3) Uma ancora

presente e a outra na forma de gancho 4A reduzido

Ancora dorsal (0) Presente (1) Ausente (2) Na forma de gancho 4A (3) Presente,

articulada
Ancora (0) Um par ventral e um par dorsal (1) Um par dorsal (2) Um par ventral
Glandula haptoral (0) Ausente (1) Presente

Ancora ventral (0) Ancora ventral apresentando bases com raizes definidas (1) Ancora

ventral apresentando bases com raizes indefinidas
Esclerito acessorio na ancora ventral (0) Ausente (1) Presente

Ancora dorsal (0) Ancora dorsal apresentando bases com raizes definidas (1) Ancora

dorsal apresentando bases com raizes indefinidas
Esclerito acessorio na ancora dorsal (0) Ausente (1) Presente
Barra ventral (0) Presente (1) Ausente (2) Presente, articulada (3) Presente, dupla

Barra dorsal (0) Presente, singular (1) Ausente (2) Presente, dupla (3) Presente,

articulada

Articulagao da ancora dorsal (0) Ausente (1) Presente
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2.3 PROCESSAMENTO MOLECULAR

2.3.1 Extracdo, amplificacdo e sequenciamento do DNA
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Os parasitos fixados em etanol 96% foram separados para extragdo de
seu DNA total, usando kit Dneasy (Qiagen) adaptado para os Monogenoidea.
Para cada parasito extraido foi confeccionada uma lamina testemunho, na qual
o haptor (parte inferior do corpo) de cada espécime é separado do corpo e usado
na identificagdo da espécie. Quando possivel (i.e., quando o espécimen for
suficientemente grande) a parte central do tronco foi utilizada na extracao de
DNA e as estruturas haptorais e o 6rgao copulatério masculino (OCM),
localizados na parte posterior e anterior do corpo do helminto, respectivamente,

foram utilizados para montagem entre Iamina e laminula em meio de Hoyer.

O fragmento escolhido para as analises filogenéticas foi o rDNA 28S —
esse fragmento tem sido utilizado por um grande numero de artigos cientificos
(ver Simkova et al., 2002; Plaisance et al., 2005; Mendonza-Palmero et al., 2015)
e, portanto, muitas sequencias de Dactylogyridae e de grupos externos estao
disponiveis nos repositorios internacionais (ANEXO [). Para a amplificacdo do
rDNA 28S, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores L1642 (5 -
CCAGCGCCATCCATTTTCA- 3) combinado com U178 (58 -
GCACCCGCTGAAYTTAAG- 3) (Lockyer, 2003) ou LFE (5 -
CGCCGAGTGAACGGAGA- 3’). A reagao de PCR foi otimizada para: 10-30 ng
de extrato de DNA, 1,5 yl de MgCl2 (50mM), 0,4 ul de dNTP (25mM), 2,5 pl de
PCR-Buffer (10X), 0,5 ul de cada iniciador (50pmoles/ul), 1 U de Platinum Taq
DNA-polimerase (Invitrogen) e agua bidestilada até completar o volume final de
25 pul. O programa de PCR compds 5 minutos de denaturagéo inicial a 94 °C,
seguido por 40 ciclos de 45 s de denaturacao a 95 °C, 45 s de anelamento dos
primers a 52 °C e 60 s de extensdo a 72 °C, finalizando por 5 minutos de
extenséo final a 72 °C.

Ja para a amplificacdo do rDNA 18S, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores WormA (5 -ACGAATGGCTCATTAAATCAG- 3’),
WormB (5 -CTTGTTACGACTTTTACTTCC- 3, 1100R (5 -
GATCGTCTTCGAACCTCTG- 3') e 930F (5’ -GCATGGAATAATAGAATAGG- 3)
(Littlewood e Bray, 2001). A reacdo de PCR foi otimizada para: 10-30 ng de
extrato de DNA, 1,5 ul de MgCl2 (50mM), 0,4 pl de dNTP (25mM), 2,5 pl de PCR-
Buffer (10X), 0,5 pl de cada iniciador (50pmoles/ul), 1 U de Platinum Taq DNA-

polimerase (Invitrogen) e agua bidestilada até completar o volume final de 25 pl.
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O programa de PCR compéds 5 minutos de denaturagao inicial a 94 °C, seguido
por 40 ciclos de 45 s de denaturacéo a 95 °C, 45 s de anelamento dos primers a
50 °C e 60 s de extensao a 72 °C, finalizando por 5 minutos de extensao final a
72 °C.

A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed TM observado em luz
ultravioleta. Os produtos amplificados dos parasitos foram purificados com o kit
MiniElute (Qiagen) seguindo protocolo especifico.

Os produtos purificados da PCR foram submetidos a reacdo de
sequenciamento realizada sob as seguintes condi¢cdes: 5 min de denaturagao
inicial a 95°C, seguido por 30 ciclos de 10 s de denaturagdo a 94 °C, 10 s de
anelamento dos primers a 50 °C e 60 s de extenséo a 60 °C. A reacgao utilizada
foi para: 10-20 ng de purificado de DNA dos parasitos, 1 yl de Buffer (5X)
(Applied Biosystems), 1 ul de cada iniciador do marcador rDNA 28S (1,6
pmoles/ul), 1 ul de BigDye v 3.1 (Applied Biosystem) e agua bidestilada até
completar volume final de 10 ul. As reagdes de sequenciamento foram
analisadas por um sequenciador automatico ABI3130 (Applied Biosystem). Os
espécimes sequenciados e/ou com sequencias disponiveis no GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) estao representados no ANEXO I.

2.3.2 Alinhamento e analises filogenéticas

Cinquenta e trés novas sequencias (variando entre 585-1487 pb) do
fragmento parcial de 28S rDNA de 10 espécies conhecidas de monogendideos
e 7 novos géneros, todos parasitos de hospedeiros Neotropicais das ordens
Characiformes, Cichliformes, Mugiliformes, Perciformes e Siluriformes
neotropicais foram alinhadas a 162 sequéncias publicadas de espécies
pertencentes as  subfamilias  Dactylogyrinae, = Pseudodactylogyrinae,
Ancyrocephalinae e Ancylodiscoidinae retiradas do GenBank (ANEXO |I).
Sequencias de espécies pertencentes a ordem Monocotylidea, grupo irmao da
ordem Dactylogyridea, em conjunto com sequencias de familias irmas a

Dactylogyridae (Diplectanidae, Tetraonchidae e Pseudomurraytrematidae) foram
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utilizadas como grupo externo nas analises (conforme sugerido por Boeger e
Kritsky, 1997, 2001; Simkova et al., 2003; Plaisance et al., 2004; e Mendonza-
Palmero et al., 2015).

Essas sequencias foram submetidas ao servidor Guidance?2 (Sela et al.,
2015) para obtencédo de alinhamentos utilizando o algoritmo MUSCLE. Esse
método é utilizado para ponderar, filtrar ou mascarar posi¢des alinhadas de
forma nao confidvel em alinhamentos. Para isso é calculado inicialmente um
alinhamento base; esse alinhamento € comparado a arvores de bootstrap
geradas com o conjunto de dados informados e utilizado como guia para o
algoritmo de alinhamento que compara o alinhamento base com os alinhamentos
alternativos. Essa comparacéo resulta em pontuagdes entre 0-1 para cada
residuo, par de residuos, coluna e sequéncia do alinhamento resultante. No
conjunto de dados submetido ao servidor 100% dos blocos foram utilizados para

compor o alinhamento.

As analises filogenéticas do gene 28S foram realizadas sob os critérios de
inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanca, empregando o modelo de
substituicdo de nucleotideos GTR+G+| definido como o mais adequado para
esse alinhamento no programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) com a ferramenta
de selecdo de modelo utilizando o modelo estatistico de maxima verossimilhanca
e todos os sitios. Anadlises de inferéncia Bayesiana foram realizadas com o
programa BEAST 1.7 (Drummond e Rambaut, 2007) no servidor CIPRES

Science Gateway (http://www.phylo.org/index.php), através de 4 corridas

independentes com 108 geragbes, amostradas a cada 10* geragbes, com burn-
in de 10% (10 milhdes de gerag¢des). Uma arvore consenso e os suportes de
ramos correspondentes estimados com valores de probabilidade posterior foram
calculados a partir das arvores restantes. Analises de maxima verossimilhanca
foram realizadas utilizando o software RaxM/ (Stamatakis, 2014), estipulando os
grupos externos, empregando o modelo de substituicdo de nucleotideos citado

anteriormente, com 1.000 repeticdes e bootstrap rapido.

Para testar a monofilia das subfamilias de Dactylogyridae propostas
previamente foram calculados valores de Bayes Factor (BF). O uso de BF € uma
alternativa bayesiana ao teste classico de hipdteses e tem como objetivo

quantificar o suporte de um modelo em relagdo ao outro, independentemente
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desses modelos estarem corretos. Para isso foram testadas sete hipoteses
alternativas a hipétese nula (Ho) apresentada. Nessas hipoteses a monofilia de
todas as subfamilias foi testada (H1), bem como a monofilia das subfamilias
Dactylogyrinae Bychowsky, 1933 (Hz2), Pseudodactylogyrinae Ogawa, 1986 (Hs),
Heteronchocleidinae Price, 1968 (H4), Anacanthorinae Price, 1967 (Hbs),
Ancylodiscoidinae Gusev, 1961 (Hs) e Ancyrocephalinae Bychowsky, 1937 (H7)
tradicionalmente alocadas em Dactylogyridae. Além disso a comparacao entre
os valores de probabilidade posterior obtidos para cada hipétese alternativa

apresentada também foi utilizada para testar as monofilias propostas.
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3 RESULTADOS

3.1 AMOSTRAGENS

Nas coletas realizadas na regido Neotropical, foram amostrados
aproximadamente 1.100 hospedeiros distribuidos em 17 diferentes ordens
(ANEXO 1).

Do total de hospedeiros amostrados, apenas 245, distribuidos em 10
ordens e 37 familias, estavam parasitados por espécies de Dactylogyridae,
totalizando 5.125 espécimes. O género de hospedeiros cujas espécies
apresentaram maior abundancia de espécimes de monogendideos foi
Ageneiosus — em apenas trés individuos de espécies desse género foram
encontrados 430 dactilogirideos. Entretanto, o conjunto de espécies de Ancistrus
apresentou a maior prevaléncia para espécies de dactilogirideos — 18 espécimes
de um total de 68 examinados estavam parasitados por membros dessa familia

de monogendideos.

Durante as amostragens foram coletadas espécies representantes de 30
géneros validos de dactilogirideos: Ameloblastella Kritsky, Mendoza-Franco e
Scholz, 2000, Amphithecium Boeger e Kritsky, 1988, Anacanthorus Mizelle e
Price, 1965, Aphanoblastella Kritsky, Mendoza-Franco e Scholz, 2000,
Calpidothecium Kritsky, Boeger e Jégu, 1997, Characithecium Mendoza-Franco,
Reina e Torchin, 2009, Cosmetocleithrum Kritsky, Thatcher e Boeger, 1986,
Demidospermus Suriano, 1983, Diaphorocleidus Jogunoori, Kritsky e
Venkatanarasaiah, 2004, Enallothecium Kritsky, Boeger e Jégu, 1998,
Euryhaliotrema Kritsky e Boeger, 2002, Gonocleithrum Kritsky e Boeger, 1983,
Gussevia Kohn e Paperna, 1964, Jainus Mizelle, Kritsky e Crane, 1968,
Ligophorus Euzet e Suriano, 1977, Mymarothecium Kritsky, Boeger e Jégu,
1998, Notozothecium Boeger e Kritsky, 1988, Rhinoxenus Kritsky, Boeger e
Thatcher, 1988, Sciadicleithrum Kritsky, Thatcher e Boeger, 1989, Telethecium
Kritsky, Van Every e Boeger, 1996, Tereancistrum Kritsky, Thatcher e Kayton,
1980, Trinigyrus Hanek, Molnar e Fernando, 1974, Unibarra Suriano e Incorvaia,
1995, Unilatus Mizelle e Kritsky, 1967, Urocleidoides Mizelle e Price, 1964 e
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Vancleaveus Kritsky, Thatcher e Boeger, 1986. Adicionalmente, foram
identificados morfotipos de novos géneros e novas espécies ainda nao descritos,
0s quais deverao ser propostos ou descritos oportunamente. Desses géneros
identificados Amphithecium, Calpidothecium, Characithecium, Enallothecium,
Gonocleithrum, Rhinoxenus, Tereancistrum e Urocleidoides nao foram obtidas
sequéncias de qualidade para utilizacdo nas analises filogenéticas apresentadas

a sequir.

3.2 FILOGENIA

As anadlises bayesianas (Fig. 2) e de maxima verossimilhanga (Fig. 3) dos
fragmentos parciais do rDNA 18S (log likelihood = -68.304,617) e rDNA 28S (log
likelihood = -25.721,257) resultaram em hipoéteses filogenéticas com topologias
similares, especialmente considerando o relacionamento filogenético dos

principais clados hipotetizados.

As hipoteses geradas com critérios distintos, usando o fragmento parcial
do rDNA 18S, apresentaram resultados compativeis, mas com suportes distintos
(Figs. 2 e 3). Ambas hipoteses suportam o agrupamento monofilético de
espécies incluidas tradicionalmente em Dactylogyridae. Entretanto, apenas a
analise bayesiana apresentou alto suporte de ramo desse relacionamento
(probabilidade posterior = 1). Na analise de maxima verossimilhanga ndo houve

suporte para esse grupo.

Ja as hipoteses geradas com critérios distintos, usando o fragmento do
rDNA 28S (Figs. 2 e 3) resultaram em um agrupamento monofilético de espécies
incluidas tradicionalmente em Dactylogyridae, com suporte maximo (bootstrap =
100; probabilidade posterior = 1). A organizagao topoldgica de ambas hipéteses
nao suporta alguns agrupamentos de grupo familia e de géneros propostos
anteriormente, mas fornece subsidios para orientar decisbes taxonbmicas
compativeis com o nivel de conhecimento sobre seu relacionamento filogenético

presente.
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Nas hipoteses com o rDNA 18S e rDNA 28S pode-se reconhecer quatro
clados subordinados congruentes: clado A (bs = 63 e pp = 1 para rDNA 18S; bs
=100 e pp = 1 para rDNA 28S), clado B (bs = 90 e pp = 1 para rDNA 18S; bs =
50 e pp = 0,80 para rDNA 28S), clado C (bs = 74 e pp =1 para rDNA 18S; bs =
85 para pp = 1 rDNA 28S) e clado D (bs = 56 e pp = 0,85 para rDNA 18S; bs =
76 e pp = 1 para rDNA 28S) (Figs. 2 e 3). Apesar do menor numero de espécies
apresentado nas analises do fragmento de rDNA 18S é possivel propor,
baseando-se nos dois métodos de analises utilizados, que a distribuicao das
espécies utilizadas dentro das subfamilias propostas é congruente em ambos os
fragmentos. Assim como nas analises realizadas com o rDNA 28S, nas analises
com o fragmento de rDNA 18S também é possivel encontrar distintas linhagens
de Ancyrocephalinae formando os clados A, B, C e D com as subfamilias
Dactylogyrinae/-idae, = Anacanthorinae/-idae = e  Ancylodiscoidinae/-idae

respectivamente (Figs. 2 e 3).
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esquerda) e rDNA 18S (a direita) dos Dactylogyridae
Tetraonchidae,

Pseudomurraytrematidae e Diplectanidae foram utilizadas como grupo externo nas analises. Dos representantes obtidos
no banco de dados o cddigo para verificagdo precede o nome da espécie. Valores de probabilidade posterior estao
representados nos ramos correspondentes. As cores representam a alocagao das espécies em subfamilias com base na
classificagdo de Dactylogyridae (sensu Kritsky e Boeger, 1989).
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Figura 3: Filogenias moleculares dos fragmentos rDNA 28S (a esquerda) e rDNA 18S (a direita) dos Dactylogyridae
estimadas por maxima verossimilhanga. Representantes das familias Monocotylidae, Tetraonchidae,
Pseudomurraytrematidae e Diplectanidae foram utilizadas como grupo externo nas analises. Dos representantes obtidos
no banco de dados o cddigo para verificacdo precede o nome da espécie. Valores de bootstrap estdo representados nos
ramos correspondentes. As cores representam a alocacao das espécies em subfamilias com base na classificagao de
Dactylogyridae (sensu Kritsky e Boeger, 1989).
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O clado A, nas reconstrugdes para o rDNA 18S inclui espécies
tradicionalmente alocadas em duas subfamilias: Dactylogyrinae/-idae
Bychowsky, 1933 e Ancyrocephalinae Bychowsky, 1937. A subfamilia
Dactylogyrinae é aqui representada por uma espécie do género Dactylogyrus
Diesing, 1850, D. falciformis. Enquanto que a linhagem da subfamilia
Ancyrocephalinae que complementa o clado A é caracterizada por espécies de
Sciadicleithrum, Gussevia, Protogyrodactylus Johnston e Tiegs, 1922,
Haliotrema Johnston e Tiegs, 1922, Metahaliotrema Yamaguti, 1953,
Euryhaliotrema, Aliatrema Plaisance e Kritsky, 2004, Placodiscus Paperna,
1972, Euryhaliotrematoides Plaisance e Kritsky, 2004, Tetrancistrum Goto e
Kikuchi, 1917, Bravohollisia Bychowsky e Nagibina, 1970 e Lethrinitrema Lim e
Justine, 2011.

Ja nas reconstrugdes para o rDNA 28S o clado A inclui espécies
tradicionalmente alocadas em Dactylogyrinae/-idae, Pseudodactylogyrinae/-
idae, Heteronchocleidinae/-idae e Ancyrocephalinae/-idae (Figs. 2 e 3). Todas as
espécies com sequencias disponiveis e originalmente alocadas em
Dactylogyrinae compdem um grupo monofilético, - sdo espécies de Dactylogyrus
e Dactylogyroides Gusev, 1963. Pseudodactylogyrus bini e P. anguillae, ambos
considerados originalmente Pseudodactylogyrinae/-idae, agrupam-se em ambas
hipéteses em um clado irmao de um clado composto por espécies alocadas
originalmente em Heteronchocleidinae (Heteronchocleidus buschkieli e
Trianchoratus gussevi) e outras espécies consideradas originalmente como
membros de Ancyrocephalinae/-idae (Mastacembelocleidus sp.,
Ancyrocephalus mogurndae). Esses dois ultimos clados apresentam um
relacionamento de grupo irmé&o (bs = 47; pp = 0,85) com outro composto por
espécies também originalmente agrupadas em Ancyrocephalinae/-idae
(Pseudohaliotrema sphincteroporus, Tetrancistrum sp., Haliotrema leporinus,
Haliotrema macracantha, Lethrinitrema zhanjiangense, Parancyrocephaloides

daicoci, Bravohollisia rosetta, Bravohollisia gussevi, e Caballeria intermedius).

O grupo irméao de todos os clados descritos acima € composto na sua
maioria por espeécies parasitas de grupos hospedeiros primariamente marinhos,
com apenas alguns representantes atualmente dulceaquicolas (bs = 65, pp =

0,99). Esse clado inclui representantes de espécies endoparasitas (Enterogyrus
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coronatus e Pseudempleurosoma haywardi) e espécies de diversos géneros, tais
como Onchobdella Paperna, 1968, Metahaliofrema, Protogyrodactylus,
Sciadicleithrum, Jainus, Gussevia, Mexicana Caballero e Bravo-Hollis, 1959,
Haliotrema, Haliotrematoides Kritsky, Yang e Sun, 2009, Cichlidogyrus Paperna,
1960, Scutogyrus Pariselle e Euzet, 1995 e Euryhaliotrema.

O clado B nas analises de ambos fragmentos € composto por parasitos
previamente incluidos em duas subfamilias distintas: Anacanthorinae/-idae e,
mais uma vez, Ancyrocephalinae/-idae. A reconstrugdo baseada no rDNA 18S
inclui apenas uma espécie de Anacanthorinae/-idae (Anacanthorus penilabiatus)
a qual representa um clado basal a espécies de outra linhagem distinta incluindo
espécies de géneros originalmente associados a Ancyrocephalinae/-idae -
Unibarra, Vancleaveus, Diaphorocleidus, Notozothecium, Mymarothecium e
Bychowskyella Akhmerov, 1052. Esse clado apresenta alto suporte nas duas
metodologias aplicadas para a reconstrugao realizada (bs = 90; pp = 1). Ja na
reconstrugdo com base no fragmento de rDNA 28S o clado B € composto por
espécies representativas de Anacanthorinae/-idae e novamente linhagens
distintas de espécies tradicionalmente alocadas em Ancyrocephalinae/-idae.
Esse clado tem baixo valor de bootstrap (50) e alto valor de probabilidade
posterior (1). Basalmente alocado nesse clado B, temos um clado composto por
espécies dos géneros Anacanthorus + Telethecium, parasitos de Characiformes
neotropicais. O grupo irméo desse clado inclui espécies de peixes de agua doce
da América do Sul e América do Norte, membros de diversas ordens, dentre elas
Characiformes (Characidae, Ctenoluciidae, Cynodontidae), Perciformes
(Centrarchidae, Percidae), Siluriformes (Doradidae, Heptapteridae, Ictaluridae,
Loricariidae, Pimelodidae, Loricariidae). Nesse grupo, destaca-se o clado mais
apical formado por espécies parasitas de peixes Loricaridae, membros de
Unilatus, Trinigyrus e Heteropriapulus Kritsky, 2007. De especial significancia
para a classificagao desses animais, Ancyrocephalus paradoxus, a espécie tipo
do género tipo de Ancyrocephalinae/-idae, faz parte desse grande e diverso

clado.

O clado C, também nas analises de ambos fragmentos, € composto
novamente por membros tradicionalmente alocados em duas subfamilias:

Ancylodiscoidinae e, mais uma vez, Ancyrocephalinae. Todas as espécies s&o
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parasitas de bagres, marinhos e de agua doce. As espécies desse clado as quais
foram originalmente incluidas em Ancyrocephalinae/-idae representam um
agrupamento parafilético e basal (Figs. 2 e 3). As espécies dessa linhagem estéo
associadas a hospedeiros marinhos, asiaticos, sul-americanos e africanos,
parasitos de espécies de Mochokidae, Shilbeidae, Ariidae, Auchenipteridae,
Bagridae e Clariidae. Os membros de Ancylodiscoidinae/-idae compdéem um
clado apical e sao restritos a hospedeiros Siluridae, Notopteridae, Bagridae e

Ambassidae, com ocorréncias na Asia e Europa.

E por ultimo, o clado D € composto apenas por espécies neotropicais de
hospedeiros  Siluriformes que foram originalmente alocadas em
Ancyrocephalinae/-idae. Nas analises realizadas para o rDNA 18S esse clado
teve um baixo suporte de ramo na analise de maxima verossimilhante (bs = 58)
e suporte satisfatorio na analise bayesiana realizada (pp = 0,85). Compdem esse
clado espécies dos géneros Chauhanellus Bychowsky e Nagibina, 1969,
Neocalceostomoides Kritsky, Mizelle e Bilgees, 1978 (marinhas) e espécies
ainda nao descritas. Ja para as analises realizadas para o rDNA 28S esse clado
obtive alto suporte (bs = 76; pp = 1) e inclui espécies de Paracosmetocleithrum
Acosta et al., 2018, Cosmetocleithrum, Aphanoblastella, Demidospermus, dois
géneros novos, Ancyrocephalinae gen. sp. 26, Ancyrocephalinae gen. sp. 9,
Ancyrocephalinae gen. sp. 23, Ancyrocephalinae gen. sp. 18, Ancyrocephalinae
gen. sp. 13, Ancyrocephalinae gen. sp. 10, Ancyrocephalinae gen. sp. 12 e
membros de espécies e géneros ainda nao propostas para a ciéncia. Nesse
grupo, quase todas as espécies sao parasitas de hospedeiros Siluriformes da
América do Sul distribuidos em Doradidae, Auchenipteridae, Loricariidae,

Cetopsidae, Heptapteridae e Pimelodidae.

3.3 TESTE DE MONOFILIA DAS SUBFAMILIAS TRADICIONALMENTE
ALOCADAS EM DACTYLOGYRIDAE

Foram testadas sete hipoOteses alternativas a hipdtese nula (Ho)
apresentada do gene 28S. Nessas hipoteses, a monofilia de cada subfamilia

tradicionalmente alocada em Dactylogyridae (sensu Kritsky e Boeger, 1989) foi
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testada através da comparagao dos valores de probabilidade posterior e o teste
de bayes factor, individualmente e em conjunto (quando todas foram
classificadas simultaneamente como monofiléticas). Os resultados sugerem que
as hipéteses Hz, Hs, H4, Hs, He, correspondentes as subfamilias Dactylogyrinae/-
idae, Pseudodactylogyrinae/-idae, Heteronchocleidinae, Anacanthorinae/-idae e
Ancylodiscoidinae/-idae, respectivamente, apresentam valores de probabilidade
posterior significativamente iguais aos valores da hipétese nula. Portanto, os
resultados suportam que essas familias representam agrupamentos
monofiléticos. As hipéteses H1 e H7 sdo rejeitadas. A hipdtese de monofilia
simultanea de todas as subfamilias subordinadas de Dactylogyridae (sensu
Kritsky e Boeger, 1993) é rejeitada (H1), devido a Ancyrocephalinae/-idae ser
polifilético (H7) (Fig. 4; Tabela 2).

Densidade de Arvores

. b,
-BESOC -BATO0 68500 88500 88400 88300

Probabilidade Posterior

Figura 4: Gréafico de densidade marginal das hipéteses nula e alternativas que foram realizadas
para testar a monofilia dos grupos. No eixo X temos valores de probabilidade posterior das
hipéteses testadas, enquanto no eixo Y temos valores de densidade de arvores. As cores indicam
diferentes hipéteses testadas.

Tabela 2: Valores das analises de Bayes fator para as hipéteses alternativas propostas.
Valores < 1 suportam as hipoteses alternativas; 1 — 3,2 apenas vale a pena mencionar; 3,2 —
10 substancial; 10 — 100 forte evidéncias que suportam a hipotese nula; > 100 decisivo para
aceitar a hipétese nula.
Ho H1 H2 Hs Ha Hs Hs Hz7
Ho > 100 0,774 1,244 0,609 0,629 1,494 > 100
H1 0 0 0 0 0 0,003




Hz
Hs
Ha
Hs
Hs
Hz7

1,608

0,787
0,49

0,812
0,505
1,032

1,931
1,201
2,453
2,377

> 100
> 100
> 100
> 100
>100
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3.4 MORFOLOGIA

Foram utilizados 21 caracteres morfolégicos (Tabela 1) na tentativa de
identificar possiveis caracteristicas que fornegam suporte a topologia recuperada
e que subsequentemente auxiliem na diagnose de agrupamentos taxonémicos
propostos. Das caracteristicas propostas, auséncia dos olhos, gbnadas em
tandem, 6rgao copulatério composto por OCM e pecga acessoria, pega acessoria
articulada diretamente ao OCM, vagina presente, esclerotizada, dextral ou
sinistral, simples dilatacao do vaso deferente formando a vesicula seminal, 14
ganchos iguais apresentando distribuicdo Ancyrocephalinae com hastes nao
divididas em duas porgdes, um par de ancoras ventrais, um par de ancoras
dorsais, glandula haptoral ausente, ancora ventral apresentando bases com
raizes bem definidas, esclerito acessério na ancora ventral ausente, auséncia de
ancora ventral com porgao flexivel, ancora dorsal apresentando bases com
raizes bem definidas, esclerito acessoério na ancora dorsal ausente, barra ventral
presente e barra dorsal presente sdo caracteristicas simplesiomoérifcas para

Dactylogyridae/-inea (Fig. 13).

O indice de consisténcia (ic) combinado para a evolugao dos caracteres
morfolégicos plotados sobre o cladograma gerado com o rDNA 28S foi de
25,54%, com ic individual (para a série de homologos) variando entre 14,28% e

100% nos caracteres utilizados para compor a analise (Tabela 4).

Tabela 4: Indice de consisténcia calculado para cada caracteristicas na
filogenia € numero de passos realizados por cada uma ao longo da

reconstrucéao filogenética.

Série de indice de Numero de passos nha
caracteres* Consisténcia filogenia
1 0,28 7
2 0,14 7
3 0,2 5
4 0,07 15
5 0,33 3
6 0,33 3
7 0,16 12
8 1 1
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9 0,14 7
10 0,36 11
11 0,14 7
12 0,75 4
13 0,5 6
14 0,66 3
15 1 1
16 0,12 8
17 0,25 4
18 0,09 11
19 0,16 6
20 0,5 6
21 0,22 9
22 1 1

* As caracteristicas aqui numeradas estao descritas e detalhadas na Tabela 1

Os clados representados por espécies tradicionalmente alocadas em
Dactylogyrinae/-idae, Pseudodactylogyrinae/-idae, Heteronchocleidinae,
Anacanthorinae/-idae e Ancylodiscoidinae/-dae (Fig. 13) apresentam
sinapomorfias morfolégicas (Figs. 5 — 9 e 13). O clado representado pelas
espécies de Dactylogyrinae/-idae apresenta como sinapomorfias (1) peca
acessoria nao articulada com o OCM, (2) haste dos ganchos diferenciadas em
duas porgdes e (3) ancora ventral na forma de gancho 4A (Fig. 5).
Pseudodactylogyrus spp. membros de Pseudodactylogyrinae/-idae podem ser
caracterizados por possuir (1) 14 ganchos ventrais com distribuicdo marginal, (2)
ancora dorsal na forma de gancho 4A e (3) barra dorsal ausente (Fig. 5). As
espécies que agruparam no clado correspondente a Heteronchocleidinae s&o
caracterizadas por uma sinapomorfia: presenca de dois pares de ancoras

ventrais, sendo um deles reduzido na forma de gancho 4A (Fig. 5).
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Figura 5: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S das subfamilias Dactylogyrinae,
Pseudodactylogyrinae, Heteronchocleidinae e uma linhagem de Ancyrocephalinae estimada por
inferéncia Bayesiana. Os tragos nos ramos indicam as caracteristicas morfolégicas, listadas na
tabela 1, que definem os grupos. Apenas valores menores que 0,90 de probabilidade posterior
estdo sendo apresentados.

Os membros do clado que corresponde a Anacanthorinae + Telethecium
compartilham a presenca de peca acessoéria ndo articulada ao OCM, vagina
ausente, 14 ganchos que diferem em tamanho e/ou forma, sendo 6 dorsais e 8
ventrais, haste dos ganchos diferenciadas em duas porgdes, ancoras ventrais e
dorsais presentes na forma de gancho 4A, barras ventrais e dorsais ausentes
(Fig. 6). As espécies que originalmente compdem a subfamilia Ancylodiscoidinae
compartilham (1) uma vesicula seminal em forma de saco cego e (2) um esclerito

acessorio associado a base da ancora dorsal (Fig. 7).
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Figura 6: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S da subfamilia Anacanthorinae e uma
linhagem da subfamilia Ancyrocephalinae. Os tragos nos ramos indicam as caracteristicas
morfolégicas, listadas na tabela 1, que definem os grupos. Apenas valores menores que 0,90 de
probabilidade posterior estdo sendo apresentados.
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Figura 7: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S da subfamilia Ancylodiscoidinae e uma
linhagem da subfamilia Ancyrocephalinae. Os tracos nos ramos indicam as caracteristicas
morfolégicas, listadas na tabela 1, que definem os grupos. Apenas valores menores que 0,90 de
probabilidade posterior estao sendo apresentados.

Por fim, Ancyrocephalinae/-idae é representada por espécies que ocorrem

em diferentes linhagens ao longo da reconstrugéo, apresentam grande variagao
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morfolégica e as linhagens que contém espécies de Ancyrocephalinae nao

possuem caracteres derivados compartilhados (Figs. 5, 6,7, 8 € 9).
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Figura 8: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S de uma linhagem da subfamilia
Ancyrocephalinae. Os tracos nos ramos indicam as caracteristicas morfoldgicas, listadas na
tabela 1, que definem os grupos. Apenas valores menores que 0,90 de probabilidade posterior

estdo sendo apresentados.
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Figura 9: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S de uma linhagem da subfamilia
Ancyrocephalinae. Os tragos nos ramos indicam as caracteristicas morfologicas, listadas na
tabela 1, que definem os grupos. Apenas valores menores que 0,90 de probabilidade posterior
estdo sendo apresentados.

3.5 GENEROS NAO MONOFILETICOS

Ao longo das reconstrugdes filogenéticas podemos encontrar cinco
géneros nao monofiléticos (Figs. 2 e 3). Ancyrocephalus é composto, nessas
reconstrugdes, por A. mogurndae e A. paradoxus. Ancyrocephalus mogurndae é
relatado, de acordo com os resultados aqui apresentados, como membro de
Pseudodactylogyridae e aparece basal a um clado composto por

Heteronchocleidus buschkieli e Trianchoratus gussevi com alto suporte nas duas
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reconstrugdes (bootstrap = 93; probabilidade posterior = 0,85); ja A. paradoxus,
reconhecida como espécie tipo do género, aparece como uma linhagem de
Ancyrocephalidae, grupo irm&o de Actinocleidus recurvatus e Cleidodiscus
pricei, porém com baixo suporte de ramo nas duas reconstrucdes (bootstrap =
40; probabilidade posterior = 0,73). Esses resultados sugerem que A.
mogurndae, sequenciada por Wu et al. (2002), foi identificada de forma errénea,
sendo necessario uma revisao taxonémica da espécie e avaliagdo da espécie

correspondente a sequéncia depositada para confirmar sua identificagao.

Além de Ancyrocephalus, Sciadicleithrum também ocorre, com a
composicao de espécies utilizadas nessas analises, em mais de uma linhagem
de Protogyrodactylidae. Esse género é representado aqui por quatro espécies:
Sciadicleithrum sp., S. meekii, S. mexicanum e S. splendidae. Sciadicleithrum
sp., encontrado nos esforcos de amostragem para esse estudo, compde um
clado junto com espécies de Parasciadicleithrum, Jainus e Gussevia (bs = 98;
pp =1),ja S. meekii, S. mexicanum e S. splendidae estdo em um clado composto
por espécies dos géneros Euryhaliotrematoides, Euryhaliotrema e Aliatrema (bs
= 87; pp = 1). O género Sciadicleithrum tem em sua diagnose as seguintes
caracteristicas: ganchos delicados, cirro enrolado com anéis no sentido anti-
horario, peca acessoria presente vagina ventral ou lateral, morfologia da barra
dorsal comum e gbnadas sobrepostas. Ja S. meekii, S. mexicanum e S.
splendidae apresentam ganchos com haste variando em tamanho, cirro enrolado
ou nao (quanto enrolado, no sentido horario) e articulagdo e/ou sulcos nas
ancoras (Fig. 11). Esses resultados obtidos sugerem que essas espécies de
Sciadicleithrum que se agrupam com espécies de Euryhaliotrematoides,
Euryhaliotrema e Aliatrema necessitam uma revisdo taxonémica detalhada para

definir de forma correta a identidade dessas espécies.



0.90

54

HQD10030 1 ¥rus coronalus

MF115714.1 haywardl
1 MG763101.1 i s
HQD10034.1 O bopeleti

0.96

DQ157646.1
DQ157647 1 Metahaliofrema mizefiel

DQ157650.1 alienus
1 DQ157653.1 F

KY305883 1

KY553147 1 Mexicana rubra
T HOE15954.1
KCT13627 1 spinatus

0.66

DQ157680.1 Ci sclerasus
DAS37I60.1 Cichlidogyrus sp. 2
1 1 MGO30378.1 Clehildoayrus moinze!
0.72 DQ157650.1 i

0. (MNED 148)
Jainus sp. (MNEO 030)
Gussevia sp. (MNEQ 040)
MG596661.1 Gussevia asota
0.99 ‘Gussevia sp. (MNEO 042)

1 KCB63674.1 guitali

1 HETO2779.1 Sculogyrus minus

MG194743.1 cobifis

JNG95800.1 mugilis
Ligophorus sp. (MNEO 155}
KF442628 1 Ligophorus saladensia
1 KFA42630.1 Ligophorus uruguayensis
[r— Y B20612.1 Alfafrema crbi
| - .

EUA36135 1
os8 1 EUA36187 1 .2
KY305888 1 meeki
1 " KY305887.1 i
3 KY305891 1 Sciadiclei i
0.68 KCT13621 1 mehen \
T KC663668.1
1 KUS27426.1 Euryhafiotrema luboGiTus

Figura 10: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S da familia Protogyrodactylidae, em
especifico espécies do género Sciadicleithrum, explicitados nos respectivos desenhos de cada
espécie.

Ja Hamatopeduncularia tem sua ocorréncia restrita a Ancylodiscoididae e
€ representado nesse estudo por trés espécies: H. elongata, H. arii e H.
thalassini. Entretanto sua monofilia € questionavel pois é suportada apenas na
reconstrugdo de maxima verossimilhangca com baixo suporte de ramo (bs = 59).
Na reconstrugao bayesiana esse clado é nao monofilético devido a presenca de
Neocalceostomoides spinivaginalis com alto suporte de ramo (probabilidade

posterior = 1).
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Esses géneros apresentam grande diferengca morfoldgica, enquanto
Hamatopeduncularia apresenta haptor digiforme com dois pares de ancoras,
duas barras e 14 ganchos marginais (6 pares nos digitos e um par proximo a
ancora ventral), Neocalceostomoides apresenta haptor em forma de disco com
14 ganchos marginais, um par de ancoras ventrais amplamente separados e
auséncia de barra haptoral (Fig. 11). Isso pode ser reflexo de um erro de
identificacdo do material sequenciado por Shameem et al. (n&o publicado) e sua
utilizagcado deve ser cautelosa. Uma anélise detalhada e revisdo taxondmica do
espécime sequenciado pode ser necessaria para resolver de forma conclusiva o

relacionamento nesse clado e a identidade das espécies envolvidas.
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L Kpose244.1 Schilbetrema sp

| KP056241.1 Chauhanellus boegeri

P KF&76620.1 Hamafopeduncularia elongata B ,";3
- KF536617.1 Neo ides spinivaginalis — s
552 KF676629.1 Hamatopeduncularia arii [
0,99 L
1 \
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KX885955.1 Quadriacanihus pravus | >
0.51 AY841872.1 ides campylopterocirrus ( : A A o rl
1 b——— KP056250.1 Thaparocleidus sp. N L (
GUB30882.1 Malayanodiscoides indicus N3 l ’ )
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Gu830881.1 ptor indicus \ \ r ]
! 084 KY009859.1 Ct liscoides aori i‘{ >, 34 i \s/

1 KY091690.1 Cornudiscoides mystusi

Figura 11: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S da familia Protogyrodactylidae, em
especifico espécies dos géneros Hamatopeduncularia e Neocalceostomoides, explicitados nos
respectivos desenhos de espécies dos dois géneros em questao.

Também na familia Ancylodiscoididae o género Thaparocleidus,
representado por Thaparocleidus sp., T. siluri, T. vistulensis e T.
campylopterocirrus, representa um género nao monofilético. Resultados
filogenéticos aqui apresentados sugerem que esse género esta presente em
duas linhagens distintas, sendo necessario revisar de forma mais detalhada esse
género e as espécies que foram identificadas e sequenciadas por Simkova et al.
(2002) e Mendonza-Palmero et al. (2015).

Ja o género Demidospermus tem sua ocorréncia restrita a familia

Demidospermidae e ocorre em trés linhagens distintas nas analises.
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Demidospermus sp., D. spirophallus, D. rhinelepisi, D. anus e D. prolixus
compdem um clado monofilético (bs = 76; pp = 1), proximo ao clado representado
por espécies de Cosmetocleithrum e Paracosmetocleithrum; Demidospermus sp.
11 e Demidospermus sp. 23 compdem um clado (bs = 100; pp = 1) associado a
uma espécie de ancirocefalineo; e Demidospermus mortenthaleri esta associada
a um clado com Ancyrocephalinae sp. 18, Ancyrocephalinae sp. 23 (bs = 44; pp
=1) (Fig. 13).

Como podemos ver na Figura 13, o clado composto por D. anus e as
especies proximamente relacionadas, pode ser caracterizado por apresentar
orgao copulatério enrolado, barras longas, delicadas e articuladas, enquanto as
espécies que nao compdéem esse clado monofilético (D. mortenthaleri,
Demidospermus sp. 11 e Demidospermus sp. 23) apresentam 6rgao copulatorio
reto ou ligeiramente curvo e barras robustas nao articuladas. Assim € possivel
sugerir que espécies que nao compdem esse clado monofilético ndo sao de fato
espécies pertencentes ao género Demidospermus e uma revisdo taxondmica do

grupo € necessaria para alocar de forma correta essas espécies.
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Figura 12: Filogenia molecular do fragmento rDNA 28S da familia Demidospermidae, em
especifico espécies do género Demidospermus, explicitados nos respectivos desenhos das
espécies contidas na reconstrugao filogenética.
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4 DISCUSSAO

Os resultados filogenéticos obtidos através das andlises de sequencias
disponiveis para os fragmentos parciais de rDNA 18S e rDNA 28S, com a adig&o
de 13 e 50 novas sequéncias, respectivamente, de monogenadideos parasitos de
hospedeiros neotropicais forneceram evidéncias sobre a diversidade, histéria
evolutiva do grupo e as relagbes entre as linhagens que compdem

Dactylogyridae.

A classificagdo das subfamilias desse grupo é questdo de debate
recorrente (ver Kritsky e Boeger, 1989; Simkova et al., 2002; Plaisance et al.,
2004; e Mendonza-Palmero et al., 2015). A partir de dados morfoldgicos, Kritsky
e Boeger (1989) propuseram a composicao e relacionamento das subfamilias de
Dactylogyridae. Para esses autores, Dactylogyrinae e Anacanthorinae
representavam um clado baseando-se na presenca da ancora ventral na forma
de gancho 4A como sinapomorfia do grupo; Pseudodactylogyrinae e
Ancylodiscoidinae compunham um clado caracterizado pela presengca de um
esclerito acessorio na raiz da ancora ventral; e Ancyrocephalinae foi classificada

como parafilética por apresentar autapomorfias.

Simkova et al. (2002), Plaisance et al. (2004) e Mendonza-Palmero et al.
(2015) indicaram que Ancyrocephalinae nao representa um grupo natural,
confirmando resultados morfolégicos propostos por Kritsky e Boeger (1989).
Entretanto todas as filogenias moleculares refutam as relagdes entre as familias
proposta por Kritsky e Boeger (1993). Simkova et al. (2002) identificaram duas
linhagens distintas de Ancyrocephalinae; Plaisance et al. (2004) utilizando o
marcador 18S rDNA e Mendonza-Palmero et al. (2015) utilizando o marcador
28S rDNA, recuperaram trés linhagens filogeneticamente distantes contendo

espécies originalmente alocadas em Ancyrocephalinae/Ancyrocephalidae.

Os resultados apresentados do fragmento do rDNA 18S, mesmo que com
menor quantidade de espécies sendo representadas, corroboram agrupamentos
propostos com o gene parcial rDNA 28S (Figs. 2 e 3). As espécies que compdem
Ancyrocephalinae/-idae, assim como propostos pelos autores citados

anteriormente, ndo formam um grupo natural. Esses géneros apresentam
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consideravel diversidade morfoldgica resultando em uma falta de caracteristicas
unicas que os classifiquem, compartilham caracteristicas com o ancestral do
grupo e, sem duvidas, compreendem grupos de diversos ancestrais dentro dos

Dactylogyridae (Figs. 2, 3, 5, 6, 7, 8 e 9 apresentadas anteriormente).

As reconstrugdes filogenéticas com fragmentos de rDNA 18S e 28S aqui
apresentadas (Figs. 2 e 3) sdo congruentes. Mas apesar dessas hipéteses nao
se diferenciarem na posicao relativa dos clados maiores (A-D), as posi¢cbes de
algumas espécies sao distintas (identificadas com um tracejado nas Figuras 2 e
3). Essas diferengas nao alteram a forma como o grupo foi classificado, e se
deve a forma como os métodos buscam os resultados apresentados. Enquanto
na estimativa de maxima verossimilhnanga estamos procurando a melhor
correspondéncia com nossa suposicao e os dados observados, a estimativa
bayesiana assume que existe um conhecimento prévio sobre o parametro para
estimar e definir essa informagao anterior em uma distribuicao de probabilidades.
Assim, a analise de maxima verossimilhanga busca especificamente a estimativa
de arvore globalmente mais suportada (maior verossimilhanga). Por sua vez, a
analise bayesiana produz uma arvore de consenso de todas as arvores
amostradas apos o burn-in (estatisticamente semelhantes). Assim, é de esperar
que nem sempre a arvore de maxima verossimilhanga seja completamente

congruente com a arvore bayesiana mais frequente.

Na tentativa de resolver os problemas taxonémicos de Dactylogyridae,
Mendoza-Palmero et al. (2015) corretamente sugerem a necessidade de
proposi¢cao de novas subfamilias para alocar espécies que compdem diferentes
linhagens de Ancyrocephalinae. Mendoza-Palmero et al. (2015) Indicam que nao
existem evidéncias morfoldgicas pertinentes para suportar a classificagcédo dos
diferentes clados detectados nas analises moleculares. Todavia, a reconstrugao
de caracteres ancestrais realizada nesse trabalho permite a revisdo do status
taxondbmico dos clados analisados considerando evidentemente as limitagdes

amostrais associadas.

De forma geral a hipotese proposta por Kritsky e Boeger (1989) e a
hipotese aqui apresentada diferem entre si, basicamente, na forma em que
classificam o grupo. Esses autores reduziram todas as subfamilias anteriormente

alocadas em Ancyrocephalidae como subfamilias de Dactylogyridae. A proposta
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aqui apresentada (Fig. 13) altera a organizacdo da subordem Dactylogyrinea
sensu Boeger e Kritsky (1993), restringindo a essa subordem apenas espécies
previamente classificadas como Dactylogyridae sensu Kritsky e Boeger (1989).
Assim, a classificagdo proposta a seguir € baseada em caracteres morfoldgicos

e na hipotese filogenética realizada no presente estudo.

O presente estudo ndo tinha a intencéo de avaliar a relacao e classificagcao
de taxons ao nivel de ordem e subordem. Todavia, a decisdo de elevar
Dactylogyridae sensu Kritsky e Boeger (1989) deve-se ao fato de buscar
acomodar de forma mais adequada a diversidade subordinada do grupo.
Atualmente, a familia Dactylogyridae sensu Kritsky e Boeger, 1989 representa a
familia mais diversa do grupo com ampla distribuicdo em Ancyrocephalinae
sensu Kritsky e Boeger, 1989. No entanto como apresentado anteriormente essa
familia é parafilética e representada por diversas linhagens distintas ao longo da
reconstrugdo apresentada. Mover a classificagao atual para niveis mais altos
parece permitir a proposta de uma classificagdo mais compreensiva e informativa
do grupo, permitindo identificar de forma mais correta e consistente o

posicionamento filogenético das espécies que o compdem.
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Figura 13: Cladograma do fragmento rDNA 28S dos Dactylogyridae estimadas por inferéncia
Bayesiana exibindo a hipétese de relacionamento aqui proposta. Espécies que compdem as
familias aqui propostas foram colapsadas em um s6 ramo para melhor visualizagédo. Os tracos
nos ramos indicam as caracteristicas morfoldgicas, listadas na tabela 1, que definem os grupos.
O indice de consisténcia (Tabela 4) foi codificado para uma escada de cinza onde branco é igual
a 0 e preto é igual a 1, essa escala foi aplicada nas caracteristicas representadas na filogenia
indicando o respectivo indice de consisténcia de cada caracteristica. Apenas valores menores
que 0,90 de probabilidade posterior estdo sendo apresentados.

Dessa forma, considerando a proposta de classificagcao de Boeger e Kritsky
(1993), os grupos subordinados da Subordem Dactylogyrinea Bychowsky, 1937
devem ser organizados no nivel de infra subordem. Assim, pelo menos
supostamente, Diplectanidae e Pseumurraytrematidae devem ser alocadas,
respectivamente, nas infra subordens Diplectanida e Pseudomurraytrematida.

Analises filogenéticas subsequente podem e devem ser realizadas para
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organizar de forma ampla e adequada a classificagdo de Dactylogyrinea
utilizando uma densidade amostral adequada para representar todas essa infra
subordens e seu relacionamento com outros grupos, tais como Monocotylidae

(utilizado nesse estudo como grupo externo apenas).

Apesar de ndo ser o objetivo desse estudo o resultado apresentado
sugere um relacionamento de grupo irmao entre clados compostos por membros
de Diplectanidae e Monocotylidae. Morfologicamente, a proximidade sugerida
parece ter suporte no fato de que representantes dessas duas familias

apresentam germario e oviduto circundando o ceco intestinal direito.

Essa € uma classificacao preliminar e uma tentativa de alocar, de forma
mais congruente com os resultados obtidos, as espécies que compdem essa
subordem. A inclusao futura nas reconstrucoes filogenéticas de outras espécies
que nao estao presentes nas analises aqui apresentadas em conjunto com uma
analise detalhada das suas caracteristicas morfologicas, podem fornecer
informacgdes importantes sobre a composi¢cdo e relacionamento dos grupos.
Enquanto uma alteragcéo consideravel da classificacdo aqui proposta nao possa
ser descartada, a ampliagao amostral deve resultar no reconhecimento de novos

taxons e definicdo do posicionamento das espécies adicionadas.

Sintese da proposta de classificagao

Classe Monogenoidea Bychowsky, 1937

Subclasse Polyonchoinea Bychowsky, 1937

Ordem Dactylogyridea Bychowsky, 1937

Subordem Dactylogyrinea Bychowsky, 1937
Infra subordem Dactylogyrida nova infra subordem
Superfamilia Dactylogyroidea Bychowsky, 1937

Familia Dactylogyridae Bychowsky, 1933
Familia Pseudodactylogyridae Gusev, 1965

Familia Tetrancistridae nova familia
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Superfamilia Protogyrodactyloidea Llewellyn, 1957
Familia Enterogyridae nova familia
Familia Protogyrodactylidae Johnston e Tiegs, 1922

Infra subordem Ancyrocephalida nova infra subordem

Superfamilia Ancyrocephaloidea Bychowsky, 1937 nova superfamilia
Familia Anacanthoridae Malmberg, 1990
Familia Ancyrocephalidae Bychowsky, 1937

Superfamilia Ancylodiscoidea Gusev, 1961 nova subfamilia
Familia Ancylodiscoididae Gusev, 1961
Familia Demidospermidae nova familia

Subfamilias de Dactylogyrinea incertae sedis: Linguadactylinae
Bychowsky, 1957, Linguadactyloidinae Thatcher e Kritsky, 1983,

Hareocephalinae Young, 1968 e Heterotesiinae Euzet e Dossou, 1979.

41 SUPORTE FILOGENETICO PARA GRUPOS SUBORDINADOS DA
CLASSIFICACAO PROPOSTA

A composicdo e organizagao da subordem Dactylogyrinea proposta no
presente estudo para incluir espécies anteriormente classificadas como
Dactylogyridae sensu Kritsky e Boeger, 1989 possui suporte de ramo maximo
nas analises realizadas além de sinapomorfias morfolégicas para alguns clados
(Fig. 13). Entretanto, sinapomorfias morfolégicas ndo foram detectadas para as
infra subordens propostas aqui, apesar de apresentarem elevado suporte
molecular - Dactylogyrida e Ancyrocephalida apresentam altos valores de
bootstrap (100 e 91, respectivamente) e de probabilidade posterior (1 em ambas)
(Fig. 13). Ainda, duas superfamilias propostas também ndo possuem

sinapomorfias morfolégicas, apesar de apresentaram alto suporte morfolégico —
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Ancylodiscoidea e Protogyrodactyloidea apresentam valores maximos de
bootstrap (100) e probabilidade posterior (1) (Fig. 13).

Pertencente a infra subordem Dactylogyrida, a superfamilia
Dactylogyroidea apresenta baixo suporte na analise bayesiana (pp = 0,47) e as
espécies representativas dessa superfamilia ndo apresentam um grupo
monofilético nas analises de maxima verossimilhanca. Essa superfamilia pode
ser caracterizada por apresentar vagina dextral (Fig. 13) e é composta por
espécies representativas de trés familias distintas: Dactylogyridae,
Pseudodactylogyridae e Tetrancistridae. Dactylogyridae possui alto suporte de
ramo (bs = 82; pp = 1) e pode ser caracterizada por apresentar haste dos
ganchos diferenciadas em duas por¢des, ancora dorsal na forma de gancho 4A,
um par de ancoras ventrais, além de apresentar como sinapomorfia da
superfamilia, vagina dextral. Pseudodactylogyridae e Tetrancistridae também
apresentam altos valores de probabilidade posterior na analise bayesiana (pp =
1), no entanto na analise de maxima verossimilhanga Pseudodactylogyridae
apresenta baixo valor de suporte de ramo (bs = 61). Por sua vez, Tetrancistridae
apresenta alto valor de suporte de ramo (bs = 100). Pseudodactylogyridae possui
caracteristicas morfolégicas que a sustenta - espécies representativas dessa
familia possuem ancora dorsal articulada. Adicionalmente, Tetrancistridae pode
ser caracterizada por apresentar peca acessoéria articulada diretamente ao OCM
(Fig. 13).

Grupo irmao dos Dactylogyroidea, a superfamilia Protogyrodactyloidea
nao possui caracteristicas morfolégicas que a sustente, entretanto nas duas
analises apresentadas essa superfamilia apresenta suportes de ramo que a
sustentam (bs = 65; pp = 0,99). Essa superfamilia € composta por espécies de
duas familias: Enterogyridae e Protogyrodactylidae. Enterogyridae pode ser
caracterizada por apresentar ganchos de tamanho e/ou formas diferentes e os
géneros que compdem essa familia sdo compostos por espécies de parasitos
internos de Cichliformes, Perciformes e Aulopiformes, marinhos e africanos. Ja
Prtogyrodactylidae pode ser caracterizada por apresentar pecga acessoria

articulada diretamente ao OCM (Fig. 13).

A infra subordem Ancyrocephalida é composta por Ancyrocephaloidea e

Ancylodiscoidea. Essas superfamilias sdo caracterizadas por apresentar alto
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suporte de ramo na analise bayesiana (pp = 0,8 e 1, respectivamente) e apenas
Ancyrocephaloidea possui caracteristica morfoléogica que a sustenta: vagina
dextral (Fig.13).

Anacanthoridae e Ancyrocephalidae, subordinadas de
Ancyrocephaloidea, também apresentam alto suporte de ramo nas analises
apresentadas (bs = 99 e 94, respectivamente; pp = 1 em ambas as familias).
Além desse suporte molecular, essas familias também apresentam
caracteristicas morfolégicas que as sustentam. Anacanthoridae é caracterizada
por incluir espécies que apresentam quatorze ganchos, sendo 6 dorsais e 8
ventrais, ganchos de forma/tamanho diferentes com hastes diferenciadas em
duas porgdes, barra ventral e dorsal ausentes. J& Ancyrocephalidae pode ser
caracterizada por espécies que apresentam peca acessoOria articulada
diretamente ao OCM e ancora dorsal apresentando bases com raizes definidas
(Fig. 13). Essa familia foi proposta para essas espécies pois apresenta em sua
composicdo  Ancyrocephalus  paradoxus, espécie tipo da familia

Ancyrocephalidae sensu stricto.

Grupo irméao de Ancyrocephaloidea, Ancylodiscoidea apresenta familias
(Ancylodiscoididae e  Demidospermidae) @ bem  suportadas  tanto
morfologicamente quando através das analises moleculares, no entanto essa
superfamilia ndo apresenta caracteristica robusta que a defina. Espécies que
compdem Ancylodiscoididae podem ser caracterizadas por apresentar vagina
dextral com excecao das espécies de Cornudiscoides que apresentam vagina
sinistral e alto suporte de ramo nas analises moleculares (bs = 86; pp = 1) (Fig.
13). Ancylodiscoididae sensu Gusev, 1961 vem sendo foco de discusséo desde
que foi proposta e diversas mudancgas ja foram sugeridas para acomodar as
espécies que a compdem. Em seus estudos Kritsky e Boeger (1989)
propuseram que Ancylodiscoididae fosse classificada junto a outras nove
subfamilias dentro de Dactylogyridae. Posteriormente, Lim et al. (2001), em uma
extensa revisdo dos Monogenoidea de Siluriformes do velho mundo, propds que

Ancylodiscoidinae fosse novamente elevada ao nivel de familia.

Demidospermidae é representada morfologicamente por espécies que
nao possuem manchas ocelares, apresentam peca acessoria articulada ou néo

ao OCM e apresentam vagina na posicao sinistral. Nas analises moleculares,
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essa familia apresenta alto suporte de ramo (bs = 76; pp = 0,86) (Fig. 13). Apesar
dessa familia apresentar uma caracteristica diagnostica robusta (auséncia dos
olhos), a diversidade do clado € bastante desconhecida (Fig. 9). Descritos nesse
clado temos apenas espécies de Aphanoblastella, Paracosmetocleithrum,
Cosmetocleithrum e Demidospermus. A descricdo morfolégica completa de
especimes ainda nao identificados a nivel de género pode resultar em uma
alteracdo consideravel na composicdo morfolégica do grupo e

consequentemente alterar a classificacdo que esta sendo proposta.

Na proposicéo apresentada aqui, ramos antigos representando ancestrais
mais basais das linhagens nao apresentam suporte morfolégico. Os resultados
da reconstrugcdo de caracteres ancestrais sugerem que a evolugdo desses
caracteres parece ser dinamica e favorece convergéncias, paralelismos,
reversdes e homoplasias. Assim, quanto mais antigo € o ancestral reconstruido,
maior sera a incerteza na reconstrugao de sinapomorfias e reconstruir a histéria
de caracteristicas nas reconstrugdes filogenéticas € problematico porque, na
maioria dos casos, a estimativa ndo pode ser validada empiricamente (auséncia
de vestigios fosseis) e eventos evolutivos antigos deixam poucos rastros ao

longo das linhagens (Crisp e Cook, 2004).

Todavia, € possivel, na reconstru¢cao de caracteres ancestrais, identificar
caracteristicas morfolégicas que suportam diversos grupos. Entretanto, essas
caracteristicas ndo sédo unicas na filogenia e representam homoplasias (i.e.,
peca acessoéria articulada ou nao diretamente ao OCM, posigdo da vagina,
presenca de ganchos 4A e auséncia de barras) (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9). Como o
indice de consisténcia (IC) esta diretamente ligado ao numero de etapas extras
por caracteres utilizados, ele mede diretamente homoplasias nas reconstrugcdes
filogenéticas. Os valores de indices de consisténcia indicam maxima homoplasia
nos caracteres observados (IC = 0) e auséncia de homoplasias (IC = 1) (i.e.,
quando todas as caracteristicas observadas sofreram apenas uma mudancga ao
longo das linhagens) (Goloboff, 1991). Assim, o numero médio de mudancgas de
estado por carater aumenta a cada vez que taxons morfologicamente distintos
ao ancestral sdo adicionados na reconstrucdo filogenética (Sanderson e
Donogue, 1989), diminuindo o IC e fazendo com que mais caracteristicas

homoplasicas sejam observadas.
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O IC calculado para o conjunto de dados apresentados (IC = 0,2554)
sugere uma elevada ocorréncia de caracteristicas homoplasicas na
reconstrucdo. De fato, enquanto vesicula seminal sacular, a presenca de
glandula haptoral e a articulagdo na ancora dorsal aparecem apenas uma vez na
filogenia (IC = 1). As demais caracteristicas apresentam diferentes indices de
consisténcia sugerindo diferentes niveis de homoplasia nas caracteristicas

analisadas (Fig. 13).

4.2 DIAGNOSES DOS TAXONS SUBORDINADOS A DACTYLOGYRINEA

As diagnoses a seguir buscam acomodar os clados recuperados nas
diversas analises moleculares e utilizam apenas aqueles caracteres
morfolégicos utilizados na reconstrucdo de caracteres ancestrais aqui
apresentadas. Ainda, essas diagnoses sdo baseadas nos caracteres presentes
nas espécies utilizadas nesse estudo apenas e incluem caracteristicas
plesiomodrficas e apomorficas - sinapomorfias, mesmo aquelas homoplasicas,

sdo identificadas por negrito.

Classe Monogenoidea Bychowsky, 1937

Subclasse Polyonchoinea Bychowsky, 1937

Ordem Dactylogyridea Bychowsky, 1937
Subordem Dactylogyrinea Bychowsky, 1937

Diagnose: Dois ou trés pares de manchas ocelares presentes ou ausentes
(com ou sem pigmentos ocelares dispersos). Gbénadas em tandem ou
sobrepostas. Complexo copulatério composto por o6rgao copulatorio
esclerotizado; peca acessoria presente ou ausente; peca acessoria articulada ou
nao ao OCM. Vagina ausente ou presente, quando presente esclerotizada ou
muscular, dextral, sinistral ou ventro-mediana. Vesicula seminal resultante de

simples dilatagdo do vaso deferente ou em forma de bolsa ligada a porgao distal
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do vaso deferente. Quatorze ganchos com distribui¢cdo variada. Ganchos iguais
ou de tamanho/forma diferentes com hastes diferenciadas ou ndo em duas
porcdes. Ancora ventral e dorsal presentes ou ausentes; excepcionalmente
temos a ocorréncia de uma ancora ventral presente e uma representada por um
esclerito 4A; excepcionalmente, membros dos pares de ancoras podem estar
direcionadas dorsalmente. Glandula haptoral ausente ou presente. Ancora
ventral apresentando bases com raizes bem ou pouco delimitadas; esclerito
acessorio ausente ou presente. Ancora dorsal apresentando bases com raizes
bem ou pouco delimitadas; esclerito acessorio e articulagdo na ancora ausentes
ou presentes. Barra ventral presente, articulada, dupla ou ausente. Barra dorsal

presente, articulada, dupla ou ausente.
Infra subordens subordinadas: Dactylogyrida e Ancyrocephalida.
Infra subordem Dactylogyrida nova infra subordem

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Vesicula seminal resultante de simples
dilatacdo do vaso deferente. Quatorze ganchos, distribuicdo variada. Ancora
ventral e dorsal presentes; ancoras podem estar representadas por um esclerito
4A. Glandula haptoral ausente ou presente. Ancora dorsal apresentando bases
com raizes bem ou pouco delimitadas; esclerito acessoério e articulagdo na
ancora ausentes ou presentes. Barras ventral presente, ausente ou dupla. Barra

dorsal presente, ausente ou dupla.
Superfamilias subordinadas: Dactylogyroidea e Protogyrodactyloidea.
Superfamilia Dactylogyroidea Bychowsky, 1937

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Peca acessoria presente ou ausente.
Vagina presente, esclerotizada, dextral ou ventro-mediana. Vesicula seminal
resultante de simples dilatacdo do vaso deferente. Quatorze ganchos,
distribuicdo variada. Ganchos iguais com hastes diferenciadas ou ndo em duas
porcdes. Ancora ventral e dorsal presentes; ancoras podem estar representada

por um esclerito 4A; excepcionalmente temos a ocorréncia de uma ancora
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ventral presente e uma representada por um esclerito 4A. Glandula haptoral
ausente ou presente. Ancora ventral apresentando bases com raizes pouco
definidas; esclerito acessério ausente. Ancora dorsal apresentando bases com
raizes pouco definidas/delimitadas; esclerito acessério e articulagdo na ancora
ausentes ou presentes. Barra ventral presente ou ausente. Barra dorsal

presente, ausente ou dupla.

Familias subordinadas: Dactylogyridae, Pseudodactylogyridae e

Tetrancistridae.
Dactylogyridae Bychowsky, 1933

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes (com ou sem
pigmentos ocelares dispersos). Génadas em tandem. Complexo copulatério
composto por 6rgao copulatério; pega acessoria presente nao articulada ao
OCM. Vagina presente, esclerotizada e dextral. Vesicula seminal resultante de
simples dilatagdo do vaso deferente. Quatorze ganchos com distribuicao
Ancyrocephalinae. Ganchos iguais com hastes diferenciadas em duas
porgdes. Ancora ventral e dorsal presentes. Glandula haptoral ausente. Ancora
ventral apresentando bases com raizes pouco definidas/delimitadas; esclerito
acessorio ausente. Ancora dorsal representada por um esclerito 4A; esclerito
acessorio e articulacdo na ancora ausentes. Barra ventral ausente. Barra dorsal

presente, simples ou dupla.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Dactylogyroides e

Dactylogyrus.
Pseudodactylogyridae Gusev, 1965

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes (com ou sem
pigmentos ocelares dispersos). Génadas em tandem ou sobrepostas. Complexo
copulatério composto por 6rgdo copulatério esclerotizado; peca acessoria
presente ndo articulada ao OCM. Vagina presente, esclerotizada e dextral.
Quatorze ganchos, distribuicdo variada. Ganchos iguais com hastes nao
diferenciadas em duas porgbes. Ancora ventral e dorsal presentes; ancora

ventral representada por um esclerito 4A ou uma ancora presente e outra
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representada por um esclerito 4A. Glandula haptoral ausente. Ancora ventral
apresentando bases com raizes pouco definidas/delimitadas; esclerito acessorio
ausente. Ancora dorsal apresentando bases com raizes pouco
definidas/delimitadas; esclerito acessorio ausente ou presente e articulagao na
ancora presente. Barra ventral presente ou ausente. Barra dorsal presente ou

ausente.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Pseudodactylogyrus,

Mastacembelocleidus, Ancyrocephalus, Heteronchocleidus e Trianchoratus.
Tetrancistridae nova familia

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Génadas em tandem. Complexo
copulatério composto por o6rgdo copulatério esclerotizado; peca acessoria
presente ou ausente; pega acessoria articulada diretamente ao OCM. Vagina
presente, esclerotizada, dextral ou ventro-mediana. Quatorze ganchos,
distribuicdo variada. Ganchos iguais com hastes nao diferenciadas em duas
porcdes. Ancora ventral e dorsal presentes. Glandula haptoral ausente ou
presente. Ancora ventral apresentando bases com raizes pouco
definidas/delimitadas e esclerito acessério ausente. Ancora dorsal apresentando
bases com raizes pouco definidas/delimitadas; esclerito acessorio ausente ou
presente e articulagdo na ancora ausente. Barra ventral presente. Barra dorsal

presente ou dupla.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Pseudohaliotrema,
Tetrancistrum, Haliotrema, Lethrinitrema, Parancyrocephaloides, Bravohollisia e

Caballeria.
Superfamilia Protogyrodactyloidea Llewellyn, 1957

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Peca acessoria presente ou ausente.
Vagina presente ou ausente, quando presente esclerotizada ou muscular,
dextral, sinistral ou ventro-mediana. Vesicula seminal resultante de simples

dilatagdo do vaso deferente. Quatorze ganchos, distribuigdo variada. Ganchos
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iguais ou de tamanho/forma diferentes com hastes diferenciadas ou ndo em duas
porcdes. Ancora ventral e dorsal presentes. Glandula haptoral ausente. Ancora
ventral apresentando bases com raizes bem ou pouco delimitadas; esclerito
acessorio ausente ou presente. Ancora dorsal apresentando bases com raizes
bem ou pouco delimitadas; esclerito acessoria e articulagdo na ancora ausentes.

Barra ventral presente ou dupla. Barra dorsal presente ou ausente.
Familias subordinadas: Enterogyridae e Protogyrodactylidae.
Familia Enterogyridae nova familia

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares (com ou sem pigmentos
ocelares dispersos). Gonadas em tandem. Complexo copulatério composto por
orgao copulatério esclerotizado; pega acessoéria presente ou ausente; peca
acessoria nao articulada ao OCM. Vagina presente, esclerotizada, dextral ou
sinistral. Quatorze ganchos com distribuicdo Ancyrocephalinae. Ganchos de
tamanho/forma diferentes com hastes nao diferenciadas em duas porgoes.

Barra ventral presente ou dupla. Barra dorsal presente ou ausente.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Enterogyrus,

Pseudempleurosoma e Paradiplectanotrema.
Familia Protogyrodactylidae Johnston e Tiegs, 1922

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Gdnadas em tandem ou sobrepostas.
Complexo copulatério composto por 6rgao copulatorio esclerotizado; peca
acessoria presente ou ausente; peca acessoéria nao articulada ou articulada
diretamente ao OCM. Vagina ausente ou presente, quando presente
esclerotizada ou muscular, dextral, sinistral ou ventro-mediana. Quatorze
ganchos, distribuicdo variada. Ganchos iguais ou de forma/tamanho diferentes
com hastes diferenciadas ou ndo em duas porgdes. Barra ventral presente. Barra

dorsal presente.

Géneros com espécies analisadas: Onchobdella, Metahaliotrema,

Protogyrodactylus, Parasciadicleithrum, Sciadicleithrum, Jainus, Gussevia,
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Mexicana, Haliotrematoides, Cichlidogyrus, Scutogyrus, Xenoligophoroides,

Ergenstrema, Ligophorus, Aliatrema, Euryhaliotrematoides e Euryhaliotrema.
Infra subordem Ancyrocephalida nova infra subordem

Diagnose: Dois ou trés pares de manchas ocelares presentes ou ausentes
(com ou sem pigmentos ocelares dispersos). Vesicula seminal resultante de
simples dilatacdo do vaso deferente ou em forma de bolsa ligada a porc¢ao distal
do vaso deferente. Doze ou quatorze ganchos, distribuicdo variada. Ancora
ventral e dorsal presentes ou ausentes; ancoras podem estar representadas por
um esclerito 4A. Glandula haptoral ausente. Ancora dorsal apresentando bases
com raizes bem ou pouco delimitadas; esclerito acessoério e articulagédo na
ancora ausentes. Barra ventral presente, ausente ou articulada. Barra dorsal

presente, ausente ou articulada.
Superfamilias subordinadas: Ancyrocephaloidea e Ancylodiscoidea.
Superfamilia Ancyrocephaloidea Bychowsky, 1937 nova superfamilia

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Pega acessoéria presente. Vagina
ausente ou presente, quando presente esclerotizada, sinistral, dextral ou ventral
mediana. Vesicula seminal resultante de simples dilatacdo do vaso deferente.
Quatorze ganchos, distribuicdo variada. Ganchos iguais ou de tamanho/forma
diferentes com hastes diferenciadas ou ndo em duas porcdes. Ancora ventral e
dorsal presentes ou ausentes; ancoras podem estar representadas por um
esclerito 4A. Glandula haptoral ausente. Ancora ventral apresentando bases com
raizes bem ou pouco delimitadas; esclerito acessorio ausente ou presente.
Ancora dorsal apresentando bases com raizes bem ou pouco delimitadas;
esclerito acessorio e articulagdo da ancora ausentes. Barra ventral presente ou

ausente. Barra dorsal presente ou ausente.
Familias subordinadas: Anacanthoridae e Ancyrocephalidae.

Familia Anacanthoridae Malmberg, 1990
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Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes (com ou sem
pigmentos ocelares dispersos). Pega acessoria presente ndo articulada ao OCM.
Vagina ausente ou presente, quando presente esclerotizada e sinistral.
Quatorze ganchos, sendo 6 dorsais e 8 ventrais. Ganchos de
forma/tamanho diferentes com hastes diferenciadas em duas porgoes.
Ancora ventral e dorsal presentes ou ausentes; ancoras representadas por um
esclerito 4A. Glandula haptoral ausente. Barra ventral ausente. Barra dorsal

ausente.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Telethecium e

Anacanthorus.
Familia Ancyrocephalidae Bychowsky, 1937

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Pega acessoria presente articulada ou
nao diretamente ao OCM. Vagina presente, esclerotizada, sinistral, dextral ou
ventro-mediana. Quatorze ganchos, distribuicdo variada. Ganchos iguais ou de
tamanho/forma diferentes com hastes diferenciadas ou ndo em duas porcgdes.
Ancora ventral e dorsal presentes. Glandula haptoral ausente. Ancora ventral
apresentando bases com raizes bem ou pouco delimitadas e esclerito acessorio
ausente ou presente. Ancora dorsal apresentando bases com raizes bem ou
pouco delimitadas, esclerito acessorio e articulagédo na ancora ausentes. Barra

ventral presente ou ausente. Barra dorsal presente ou ausente.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Ameloblastella,
Vancleaveus, Unibarra, @~ Mymarothecium, Urocleidus, Ancyrocephalus,
Actinocleidus, Cleidodiscus, Cacatuocotyle, Diaphorocleidus, Unilatus,

Trinigyrus, Heteropriapulus e um género ainda n&o descrito.
Superfamilia Ancylodiscoidea Gusev, 1961 nova subfamilia

Diagnose: Dois ou trés pares de manchas ocelares presentes ou ausentes
(com ou sem pigmentos ocelares dispersos). Peca acessoria presente. Vagina
presente, esclerotizada ou muscular, dextral ou sinistral. Vesicula seminal

resultante de simples dilatagdo do vaso deferente ou em forma de bolsa ligada
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a porcao distal do vaso deferente. Doze ou quatorze ganchos, distribuicdo
variada. Ganchos iguais ou de tamanho/forma diferentes com hastes
diferenciadas ou ndo em duas porcdes. Ancora ventral e dorsal presentes ou
ausentes. Glandula haptoral ausente. Ancora ventral apresentando bases com
raizes bem ou pouco delimitadas; esclerito acessoério ausente ou presente.
Ancora dorsal apresentando bases com raizes bem ou pouco delimitadas;
esclerito acessorio ausente ou presente e articulagdo da ancora ausente. Barra
ventral presente, articulada ou ausente. Barra dorsal presente, ausente ou

articulada.
Familias subordinadas: Ancylodiscoididae e Demidospermidae.
Familia Ancylodiscoididae Gusev, 1961

Diagnose: Dois pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Gbnadas em tandem ou em
sobreposicdao. Complexo copulatério composto por 6rgao copulatorio
esclerotizado; peca acessoria presente articulada ou nao diretamente ao OCM.
Vagina presente, esclerotizada ou muscular, dextral ou sinistral. Vesicula
seminal resultante de simples dilatagdo do vaso deferente ou em forma de bolsa
ligada a porcéo distal do vaso deferente. Doze ou quatorze ganchos, distribuigao
variada. Ganchos iguais ou de forma/tamanho diferentes com hastes
diferenciadas ou ndo em duas por¢des. Ancora ventral presente ou ausente.
Ancora dorsal presente. Ancora ventral apresentando bases com raizes pouco
definidas/delimitadas; esclerito acessorio ausente ou presente. Ancora dorsal
apresentando bases com raizes bem ou pouco delimitadas; esclerito acessorio
ausente ou presente e articulagdo na ancora ausente. Barra ventral presente,

articulada ou ausente. Barra dorsal presente ou ausente.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Synodontella,
Schilbetrema, Chauhanellus, Hamatopeduncularia, =~ Neocalceostomoides,
Hamatopeduncularia, = Bychowskyella, Quadriacanthus,  Silurodiscoides,
Thaparocleidus, Malayanodiscoides, Pseudancylodiscoides, Bifurcohaptor e

Cornudiscoides.
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Familia Demidospermidae nova familia

Diagnose: Trés pares de manchas ocelares presentes ou ausentes (com
ou sem pigmentos ocelares dispersos). Génadas em tandem. Complexo
copulatério composto por 6rgado copulatério esclerotizado; peca acessoéria
presente articulada ou ndo diretamente ao OCM. Vagina presente, esclerotizada
ou muscular e sinistral. Vesicula seminal resultante de simples dilatacdo do
vaso deferente. Quatorze ganchos com distribuicdo Ancyrocephalinae. Ganchos
iguais com hastes nao diferenciadas em duas porcdes. Ancora ventral e dorsal
presentes. Ancora ventral apresentando bases com raizes bem ou pouco
delimitadas; esclerito acessodrio ausente. Ancora dorsal apresentando bases com
raizes bem ou pouco delimitadas, esclerito acessoério e articulagdo na ancora
ausente. Barra ventral presente ou articulada. Barra dorsal presente ou

articulada.

Géneros subordinados com espécies analisadas: Aphanoblastella,
Paracosmetocleithrum, Cosmetocleithrum, Demidospermus e espécimes

representando novos géneros e novas especies ainda nao descritos.
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CAPITULO Il

ECOLOGIA HISTORICA DO DACTYLOGYRINEA
(PLATYHELMINTHES: POLYONCHOINEA)

RESUMO

Variaveis historicas e ecolégicas que expliguem a distribuicdo de parasitos em
seus hospedeiros sao o foco de frequentes estudos publicados nas ultimas
décadas. Essencialmente duas explicagbes macro evolutivas podem ser
utilizadas para explicar os relacionamentos entre parasitos e hospedeiros. O
parasito ou seu ancestral encontrava-se associado a um determinado
hospedeiro, ou o parasito evoluiu em associagdo com uma outra espécie de
hospedeiro e, subsequentemente, colonizou outras espécies de hospedeiros,
filogeneticamente préoximas a anterior ou ndo. Paradigmas tradicionais tém
frequentemente resultado em paradoxos sobre elementos do sistema biolégico
incluindo a evolugao de espécies e suas associagdes ecologicas. A existéncia
de paradoxos em evolugdo exige a avaliagdo de novas abordagens que
permitam acomodar dados empiricos acumulados e permitir uma maior
compreensao da evolugdo das associagdes. Com esse objetivo foi proposto o
Paradigma de Estocolmo (PE) integrando quatro conceitos ecoldgicos e
histéricos: (1) Ecological Fitting, (2) a Hipotese de Oscilagao, (3) a Teoria do
Mosaico Geografico de Coevolucao e (4) Pulsos de Taxons. O presente estudo
teve como objetivo testar empiricamente os modelos de diversificagdo
decorrentes dos elementos do PE em diversos niveis de complexidade biolégica
e avaliar processos e fatores historicos gerais que influenciaram e ainda
influenciam a diversificagao e distribuicdo geografica de hospedeiros e parasitos.
Para isso os padrdes histéricos de relacionamento hospedeiro-parasito e de sua
distribuicdo geografica foram reconstruidos utilizando-se uma hipdtese
filogenética derivada da analise Bayesiana calibrada por eventos diversos. Com
auxilio do algoritmo de Lieberman, ordens, familias e localidades nas quais os
hospedeiros ocorrem foram mapeadas na reconstrugao filogenética fornecendo
informacgdes significativas sobre o relacionamento presente e histérico do grupo.
Diversos eventos de isolamento e expansdo do recurso utilizado por esses
parasitos foram observados além de eventos de troca de hospedeiros
representando recursos filogeneticamente distantes. Os resultados aqui
apresentados corroboram ainda mais a ideia de que o sistema bioldgico,
incluindo o relacionamento parasito — hospedeiro, € muito mais flexivel do que
se imagina. Foram identificados 65 eventos de isolamento, nos quais as
linhagens de parasitos parecem ter se isolado em um hospedeiro ou em menos
hospedeiros que o seu ancestral direto, 12 eventos de isolamento associados a
aparente aquisicdo de novos hospedeiros e 9 eventos de expansao com
incorporagao de novos grupos de hospedeiros. Assim € possivel sugerir que
analises de coevolugcdo que utilizam protocolos e programas que buscam
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maximizar coespeciagao resultam um cenario nao realistico da evolugao de
associagdes biologicas.

Palavras-chave: Monogenoidea. Dactylogyrinea. Paradigma de Estocolmo.
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ABSTRACT

Historical and ecological variables that explain the distribution of parasites in their
hosts are the focus of frequent studies published in recent decades. Essentially
two macro evolutionary explanations can be used to explain parasite-host
relationships. The parasite or its ancestor was associated with a host or the
parasite evolved in association with another host species and subsequently
colonized other host species, phylogenetically close to the previous or not.
Traditional paradigms have often resulted in paradoxes about elements of the
biological system including the evolution of species and their ecological
associations. The parasitism paradox, for example, questions how species that
would theoretically specialize in phylogenetically close hosts might colonize those
that are phylogenetically distant. The existence of evolving paradoxes requires
the evaluation of new approaches to accommodate accumulated empirical data
and to allow a greater understanding of the evolution of associations. To this end,
the Stockholm Paradigm (PE) was proposed integrating four ecological and
historical concepts: (1) Ecological Fitting, (2) the Oscillation Hypothesis, (3) the
Geographic Mosaic Theory of Coevolution, and (4) Taxon Pulse. The present
study aimed to empirically test the diversification models resulting from the
elements of the EP at various levels of biological complexity and to evaluate
general historical processes and factors that influenced and still influence the
diversification and geographic distribution of hosts and parasites. For this, the
historical patterns of host-parasite relationship and its geographic distribution
were reconstructed using a phylogenetic hypothesis derived from the Bayesian
analysis calibrated by various events. With the aid of Lieberman's algorithm,
orders, families and locations in which hosts occur were mapped in the
phylogenetic reconstruction providing meaningful information about the present
and historical relationship of the group. Several isolation and expansion events
of the resource used by these parasites were observed in addition to host
exchange events representing phylogenetically distant resources. The results
presented here further corroborate the idea that the biological system, including
the parasite x host relationship, is much more flexible than imagined. 65 isolation
events were identified, in which parasite strains appear to have isolated in one
host or fewer hosts than their direct ancestor, 12 isolation events associated with
apparent acquisition of new hosts and 9 expansion events with incorporation of
new host groups. Thus, it is possible to suggest that coevolution analyzes using
protocols and programs that seek to maximize co-speciation result in an
unrealistic scenario of the evolution of biological associations.

Key words: Monogenoidea. Dactylogyrinea. Stockholm Paradigm.
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1 INTRODUGAO

O parasitismo, modo de vida que evoluiu do modo de vida livre, é
considerado uma associacdo na qual o parasito habita um hospedeiro. O
parasito pode passar a maior parte da sua vida em associagdo com uma ou mais
espécies de hospedeiros (Anderson e May, 1978). Esses organismos estao
presentes em diversos grupos taxondmicos, podendo representar mais da
metade da biodiversidade conhecida (Toft, 1986).

A relacdo entre hospedeiros e parasitos € uma das interagdes bidticas que
apresenta maior significancia evolutiva (Schmid-Hempel, 2011). A frequéncia
entre as interagdes hospedeiro-parasito ressalta a necessidade de aprimorar a
compreensao sobre quais fatores geram, mantém e restringem essas
associagdes (Brooks e Ferrao, 2005; Brooks et al., 2006; Brooks e Hoberg,
2007). A compreensdao dos fatores que influenciam os relacionamentos
hospedeiro-parasito desempenha um papel fundamental em desvendar
inumeros teorias evolutivas e ecoldgicas. A especificidade em relagcdo a um
determinado hospedeiro contém a chave para a compreenséo da evolugao das
associagdes entre hospedeiros e seus parasitos (Anderson e May, 1978; Brooks
e McLennan, 1991; 1993; Thompson, 2005; Agosta et al., 2010).

Durante o ultimo meio século, o paradigma denominado Coevolutionary
Arms Race (CAR) tem orientado pesquisa e explicagdes sobre a evolugao das
associagdes ecoldgicas interespecificas. CAR forneceu informagdes valiosas
sobre a nossa compreensdo de como as interagdes interespecificas sao
mantidas através de mosaicos de estreitamento progressivo do espago
adaptativo dos associados (Thompson, 2005). Como paradigma da coevolucao,
CAR prevé que a especializagédo progressiva cria restrigdes para o processo de
trocas de hospedeiros, a qual é precedida ou acompanhada pela evolugao de
nova informagdo genética para o uso do recurso representado pelo novo

hospedeiro.

Apesar do CAR ter sido criticado (por exemplo, Janzen, 1980), esse tem

sido, por mais de meio século, o paradigma dominante para explicar sistemas
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que aparentemente coevoluem. Mesmo assim, apesar de ter sido amplamente
utilizado para explicar a dinamica evolutiva de associagdes ecoldgicas
interespecificas, as tentativas de estender os principios da CAR para explicar as
origens de tais associagdes (comegando com Brooks, 1979) levaram ao
Paradoxo do Parasitismo (Agosta et al., 2010). Estudos filogenéticos de sistemas
parasito-vertebrados e inseto-planta tém consistentemente documentado casos
extensos de troca de hospedeiros em escalas de tempo filogenéticos (resumidas
em Brooks & McLennan, 2002). Essas “anomalias” (o paradoxo em si) tornaram-
se demasiadamente grandes para serem ignoradas (Brooks & McLennan, 2002),

sugerindo a necessidade de um novo paradigma.

Paradigmas tradicionais de coevolugdo, como o CAR, deduzem que as
mudancas em associacdes interespecificas se tornam menos provaveis a
medida que o tempo da associagdao aumenta. Previsdes desses pressupostos
indicam que (1) mudancas ecoldgicas (i.e., troca de hospedeiros) devem ser
raras em todas as escalas e (2) quando esses eventos ocorrem, eles devem ser
precedidos por mudangas genéticas que determinam a capacidade de associar-
se com um novo hospedeiro ou ecossistema (Kilpatrick, 2011). Contudo, taxas
de trocas de hospedeiros aumentam na mesma propor¢gao que habitats s&o
fragmentados provavelmente porque padrdes de simpatria entre espécies sé&o
modificados (Hoberg & Brooks, 2015).

A maioria das espécies de parasito parecem ser especialistas em
recursos utilizando apenas uma espécie de hospedeiro (Agosta et al., 2010).
Esse padrao deu origem a ideia de que a especializagdo seria um “beco sem
saida” evolutivo, ou seja, o parasito se torna cada vez mais bem adaptado ao
seu hospedeiro que perde a habilidade de mudar de hospedeiro (Thompson,
1994). No entanto a colonizagao de novos hospedeiros tem-se demonstrado um
processo importante entorno da diversificacao das proprias interacdes (gerando
novas associagdes de espécies), bem como dos taxons envolvidos (aumentando
as taxas de especiagao) (Boeger et al., 2003; Agosta et al., 2010). Este padréo
no qual parasitos aparentemente especialistas sdo capazes de mesmo assim

trocar para novos hospedeiros foi denominado como o paradoxo do parasitismo.
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Brooks e McLennan (2002) sugerem em seus escritos que parasitos, além
de especialistas e generalistas, podem ser falso especialistas ou falso
generalistas. De acordo com esses autores, falsos especialistas s&o generalistas
restritos a um Unico ou poucos recursos por fatores ecolégicos ou temporais
(oportunidade) enquanto falsos generalistas sdo especializados em um recurso
que é filogeneticamente muito difundido. Essas ideias derivam da proposta de
Nyman (2010) onde é sugerido que parasitos nao sédo especializados em uma
espécie hospedeira em particular, mas especializados nos recursos que podem
ou ndo ser, em uma escala evolutiva, compartilhados entre muitas espécies.
Para falsos generalistas e falsos especialistas a troca de hospedeiro pode ser
iniciada simplesmente por uma mudanga ecolégica (i.e., mudanca na
disponibilidade do recurso no local ou extingao local de um competidor abrindo

espaco para a oportunidade existir) (Agosta et al., 2010).

O recentemente proposto Paradigma de Estocolmo (Hoberg & Brooks,
2015) serve como uma base conceitual na resolugdo de muitos desses
paradoxos. Esta nova visao integrativa de associagées complexas se baseia em
um conjunto consideravel de observagdes experimentais e principios
fundamentais (Brooks & McLennan, 2002; Agosta et al., 2010). O paradigma
integra quatro conceitos ecoldgicos e historicos fundamentais: (1) Ecological
Fitting (Janzen, 1985) — o conceito tenta explicar como trocas de hospedeiros
podem ocorrer rapidamente e frequentemente, sem que seja necessaria a
evolucao de um espectro de novidades evolutivas associadas a exploragao do
novo recursos, representado pelo novo hospedeiro, como uma fungdo da
flexibilidade fenotipica e conservadorismo filogenético de caracteres modelado
como Sloppy fitness space (Agosta, 2006; Agosta & Klemens, 2008, 2009;
Agosta et al, 2010). (2) A Hipotese de Oscilagao, a qual descreve eventos de
alternacao evolutiva entre organismos generalistas e especialistas (Nylin et al.,
2013). De modo geral novas combinacdes de espécies que interagem surgem
através de processos definidos dentro da (3) Teoria do Mosaico Geografico de
Coevolugcdo (Thompson, 2005). A consideravel complexidade resulta na (4)
Hipotese de Pulsos de Taxons (Taxon Pulse) (Erwin, 1985). Impelidos pela
mudanca climatica e perturbagdes ecologicas em grande escala, os organismos

sao levados a uma extensa mistura bidtica. Pulsos de taxon precedem episodios
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de rapida troca de hospedeiros, incluindo surtos de doencas infecciosas
emergentes (Agosta et al.,, 2010; Brooks & Hoberg, 2007, 2013; Hoberg &
Brooks, 2008, 2013).

Processos associados a diversificagdo do grupo de agua doce na América
do Sul sao inumeros, desde processo claramente influenciados historicamente
por caracteristicas intrinsecas até padrdes e processos profundamente
influenciados por caracteristicas extrinsecas ambientais. Esse cenario torna-se
ainda mais complexo ao se considerar associagdes ecoldgicas, como o
parasitismo. Ao estudar modelos de diversificagao (i.e., Taxon Pulse, mudanca
de recursos por ecological fitting, padrdes de oscilagao, dentre outros) de peixes
0sseos de agua doce e seus parasitos € possivel testar padrées esperados em
diversos niveis de complexidade biolégica. Portanto, sdo especial foco desse
estudo os Monogenoidea (Platyhelminthes) parasitos de peixes neotropicais de

agua doce.

Os Monogenoidea Bychowsky, 1937 constituem um grupo amplamente
distribuido encontrados em invertebrados, peixes de agua doce, marinhos e
vertebrados terrestres. Na América do Sul sdo conhecidas 658 espécies de
Monogenoidea organizadas em 70 géneros (Cohen & Kohn, 2008). Essas
espécies ocorrem em 144 espécies de peixes neotropicais (Boeger et al., 2006).
Organismos desse grupo sdo conhecidos por serem altamente especificos aos
seus hospedeiros (Poulin, 1992, Braga et al., 2014), toda via essa especificidade
nao € necessariamente resultante de eventos de coespeciagao das linhagens de
hospedeiros e parasitos, podendo ser resultado de outros processos adaptativos
e nao adaptativos (i.e. especiagéo por troca de hospedeiro) (Boeger & Kritsky,
1997, Braga et al., 2014).

O modo de vida desses organismos, essencialmente associado aos seus
hospedeiros, apresenta importantes implicacdes para areas relacionadas a
ecologia e histdria evolutiva dos grupos de parasitos (Poulin et al., 2011). Devido
a obrigatoriedade de viverem associados aos seus hospedeiros em quase toda
a vida esses parasitos acompanham a distribuicdo geografica de seus
hospedeiros (Poulin et al., 2011), entretanto ha casos em que a ampla

distribuicdo de determinados géneros de parasitos esta relacionada a
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subsequentes eventos de troca de hospedeiros filogeneticamente préoximos

(“Stepping Stones”) (Braga et al., 2014).

Devido a isso a distribuicao geografica e a ecologia dos hospedeiros séo
fatores importantes para entender as dindmicas das associagbes parasito-
hospedeiro (Braga et al., 2014). O fato de a relagdo parasito-hospedeiro
apresentar um carater historico forte possibilita classificar os parasitos como
verdadeiras caracteristicas dos hospedeiros, sendo possivel mapear a sua

distribuicdo de acordo com a filogenia dos hospedeiros (Poulin et al, 2011).

Assim esse capitulo da tese teve como objetivo testar empiricamente os
modelos de diversificacdo decorrentes dos elementos do PE em diversos niveis
de complexidade bioldgica (ambiente e hospedeiros, hospedeiros e parasitos) e
avaliar processos e fatores histéricos gerais intrinsecos e extrinsecos que
influenciaram e ainda influenciam a diversificagao e distribuicdo geografica de

hospedeiros e parasitos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Para coleta de monogenadideos, peixes neotropicais foram amostrados em
campanhas realizadas em 2013 no estado de Rondbénia pelo bidlogo
responsavel Diogo Hungria; em outubro/2014 nos rios Paraguai e Miranda, no
Municipio de Corumba — MS, obtidos através de pesca esportiva; em julho/2015
nos municipios de Manaus — AM, em colaboragao com a equipe do professor Dr.
José Celso de Oliveira Malta, e Braganga — PA em colaboragao com a equipe do
professor Dr. Marcus Vinicius Domingues; em janeiro/2016 no rio Parana, no
municipio de Porto Camargo - PR pelo bidlogo responsavel Dr. Rafael Antunes
Baggio; em outubro/2016 no Rio Apiacas, Municipio de Apiacas — MT, obtidos
através de pesca esportiva; e nos periodos de maio/2017 a fevereiro/2018, no
municipio de Iquitos, Peru, pelo bidlogo responsavel Dr. Germantiss Murrieta
Morey (Fig. 1 e ANEXO I).

Os espécimes hospedeiros foram imediatamente colocados
individualmente em recipientes plasticos, anestesiados com benzocaina e
eutanasiados com seccao medular. Apds este procedimento os peixes foram
transferidos para um recipiente contendo agua aquecida a 60 °C e agitados
vigorosamente de acordo com metodologia de Bueno-Silva e Boeger (2009). A
agua aquecida é fundamental para que ocorra a morte dos parasitos sem que

haja contragcao de seu corpo.

Os hospedeiros inteiros ou apenas suas branquias foram fixadas em
etanol 96% e fotografias foram utilizadas para facilitar a determinacaéo de
hospedeiros que nédo foram fixados inteiros. No laboratério, os hospedeiros
foram determinados ao menor nivel taxonémico possivel e a coleta dos parasitos
foi realizada através da triagem dos arcos branquiais sob microscopio
estereomicroscopio. Todos os espécimes de parasitos foram conservados em

alcool 96% para procedimentos posteriores.

A classificagdo supra genérica utilizada nesse capitulo € aquela proposta

por Razzolini (Capitulo 1).
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Figura 1: Mapa ilustrando a América do Sul. Os tridngulos preenchidos indicam os locais onde

foram realizadas amostragens de hospedeiros.
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2.2 PROCESSAMENTO MORFOLOGICO DOS PARASITOS

Os parasitos obtidos foram utilizados para preparagdao de laminas
permanentes utilizando corante de Tricromico de Gomori € montados em
laminas com balsamo do Canada (Humason, 1979). Esse procedimento é
utiizado para observagdo de estruturas internas, ndo endurecidas (ou
esclerotizadas). Outros espécimes de parasitos foram utilizados para confec¢ao
de laminas em meio de Hoyer (Humason, 1979) para observagao de estruturas
esclerotizadas. O estudo morfologico foi realizado com auxilio de uma camera
digital (Olympus QColor 5) acoplada a um microscépio com contraste de fase
e/ou de DIC (Olympus BX 51) com objetivo de realizar identificagdo morfolégica

dos espécimes.

2.3 PROCESSAMENTO MOLECULAR

2.3.1 Extracéo, amplificacdo e sequenciamento do DNA

Os parasitos fixados em etanol 96% foram separados para extragao de
seu DNA total, usando kit Dneasy (Qiagen) adaptado para os Monogenoidea.
Para cada parasito extraido foi confeccionada uma lamina testemunho, na qual
o haptor (parte inferior do corpo) de cada espécime € separado do corpo e usado
na identificagdo da espécie. Quando possivel (i.e., quando o espécimen for
suficientemente grande) a parte central do tronco foi utilizada na extracao de
DNA. As estruturas haptorais e o 6érgédo copulatério masculino (OCM),
localizados na parte posterior e anterior do corpo do helminto, respectivamente,

foram utilizados para montagem entre lamina e laminula em meio de Hoyer.

O fragmento escolhido para as analises filogenéticas foi o rDNA 28S —
esse fragmento tem sido utilizado por um grande numero de artigos cientificos
(ver Simkova et al., 2002; Plaisance et al., 2005; Mendonza-Palmero et al., 201 5)
e, portanto, muitas sequencias de Dactylogyridae e de grupos externos estao

disponiveis nos repositorios internacionais (ANEXO [). Para a amplificagao do
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rDNA 28S, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores L1642 (5 -
CCAGCGCCATCCATTTTCA- 3) combinado com U178 (5 -
GCACCCGCTGAAYTTAAG- 3) (Lockyer, 2003) ou LFE (5 -
CGCCGAGTGAACGGAGA- 3’). A reagao de PCR foi otimizada para: 10-30 ng
de extrato de DNA, 1,5 yl de MgCl2 (50mM), 0,4 pl de dNTP (25mM), 2,5 ul de
PCR-Buffer (10X), 0,5 ul de cada iniciador (50pmoles/ul), 1 U de Platinum Taq
DNA-polimerase (Invitrogen) e agua bidestilada até completar o volume final de
25 pul. O programa de PCR compds 5 minutos de denaturagéo inicial a 94 °C,
seguido por 40 ciclos de 45 s de denaturagdo a 95 °C, 45 s de anelamento dos
primers a 52 °C e 60 s de extensdo a 72 °C, finalizando por 5 minutos de
extensao final a 72 °C.

Ja para a amplificacdgo do rDNA 18S, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores WormA (5 -ACGAATGGCTCATTAAATCAG- 3’),
WormB  (5° -CTTGTTACGACTTTTACTTCC- 3, 1100R (5 -
GATCGTCTTCGAACCTCTG-3') e 930F (5 -GCATGGAATAATAGAATAGG- 3)
(Littlewood e Bray, 2001). A reagdo de PCR foi otimizada para: 10-30 ng de
extrato de DNA, 1,5 yl de MgCl2 (50mM), 0,4 ul de dNTP (25mM), 2,5 pl de PCR-
Buffer (10X), 0,5 pl de cada iniciador (50pmoles/ul), 1 U de Platinum Tag DNA-
polimerase (Invitrogen) e agua bidestilada até completar o volume final de 25 pl.
O programa de PCR compds 5 minutos de denaturagao inicial a 94 °C, seguido
por 40 ciclos de 45 s de denaturacéo a 95 °C, 45 s de anelamento dos primers a
50 °C e 60 s de extensao a 72 °C, finalizando por 5 minutos de extensao final a
72 °C.

A visualizagdo dos produtos amplificados foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed TM observado em luz
ultravioleta. Os produtos amplificados dos parasitos foram purificados com o kit
MiniElute (Qiagen) seguindo protocolo especifico.

Os produtos purificados da PCR foram submetidos a reacédo de
sequenciamento realizada sob as seguintes condi¢cdes: 5 min de denaturagao
inicial a 95°C, seguido por 30 ciclos de 10s de denaturacédo a 94 °C, 10 s de
anelamento dos primers a 50 °C e 60 s de extensdo a 60 °C. A reagao utilizada
foi para: 10-20 ng de purificado de DNA dos parasitos, 1ul de Buffer (5X) (Applied
Biosystems), 1ul de cada iniciador do marcador rDNA 28S (1,6 pmoles/ul), 1 ul

de BigDye v3.1 (Applied Biosystem) e agua bidestilada até completar volume
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final de 10 pl. As reagdes de sequenciamento foram analisadas por um
sequenciador automatico ABI3130 (Applied Biosystem). Os espécimes
sequenciados e/ou com  sequéncias disponiveis no  GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) estao representados no ANEXO I.

2.3.2 Alinhamento e analises filogenéticas

Cinquenta e trés novas sequéncias (variando entre 585-1487 pb) do
fragmento parcial de 28S rDNA de 10 espécies conhecidas de monogendideos
e 7 novos géneros, todos parasitos de hospedeiros Neotropicais das ordens
Characiformes, Cichliformes, Mugiliformes, Perciformes e Siluriformes
neotropicais foram alinhadas a 162 sequéncias publicadas de espécies
pertencentes a subordem as familias Dactylogyrinea (sensu Razzolini, capitulo
anterior), com representantes das familias Pseudodactylogyridae (sensu
Razzolini, capitulo anterior), Tetrancistridae (sensu Razzolini, capitulo anterior),
Enterogyridae (sensu Razzolini, capitulo anterior), Protogyrodactylidae (sensu
Razzolini, capitulo anterior), Anacanthoridae (sensu Razzolini, capitulo anterior),
Ancyrocephalidae (sensu Razzolini, capitulo anterior), Ancylodiscoididae (sensu
Razzolini, capitulo anterior) e Demidospermidae (sensu Razzolini, capitulo
anterior) retiradas do GenBank (ANEXO 1). Sequéncias de espécies
pertencentes a ordem Monocotylidea, grupo irmao da subordem Dactylogyrinea
(sensu Razzolini, capitulo anterior), em conjunto com sequéncias Diplectanidae,
Tetraonchidae e Pseudomurraytrematidae foram utilizadas como grupo externo
nas andlises (conforme sugerido por Boeger e Kritsky, 1997, 2001; Simkova et
al., 2003; Plaisance et al., 2005; e Mendonza-Palmero et al., 2015).

Essas sequéncias foram submetidas ao servidor Guidance2 (Sela et al.,
2015) para obtencao de alinhamentos utilizando o algoritmo MUSCLE. Esse
método € utilizado para ponderar, filtrar ou mascarar posi¢cdes alinhadas de
forma ndo confidvel em alinhamentos. Para isso é calculado inicialmente um
alinhamento base; esse alinhamento é comparado a arvores de bootstrap
geradas com o conjunto de dados informados e utilizado como guia para o

algoritmo de alinhamento que compara o alinhamento base com os alinhamentos
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alternativos. Essa comparacédo resulta em pontuagdes entre 0-1 para cada
residuo, par de residuos, coluna e sequéncia do alinhamento resultante. No
conjunto de dados submetido ao servidor 100% dos blocos foram utilizados para

compor o alinhamento.

As analises filogenéticas do gene 28S foram realizadas sob os critérios de
inferéncia bayesiana e maxima verossimilhangca, empregando o modelo de
substituicdo de nucleotideos GTR+G+| definido como o mais adequado para
esse alinhamento no programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) com a ferramenta
de seleg¢ao de modelo utilizando o modelo estatistico de maxima verossimilhanca
e todos os sitios. Analises de inferéncia Bayesiana foram realizadas com o
programa BEAST 1.7 (Drummond et al., 2007) no servidor CIPRES Science

Gateway (http://www.phylo.org/index.php), através de 4 corridas independentes

com 108 geragbes, amostradas a cada 10 geragdes, com burn-in de 10% (10
milhdes de geracdes). Uma arvore consenso e 0s suportes de ramos
correspondentes estimados com valores de probabilidade posterior foram
calculados a partir das arvores restantes. Analises de maxima verossimilhanca
foram realizadas utilizando o software RaxM/ (Stamatakis, 2014), estipulando os
grupos externos, empregando o modelo de substituicdo de nucleotideos citado

anteriormente, com 1.000 repeti¢cdes e bootstrap rapido.

A calibracdo da taxa de mutacdo de helmintos é uma tarefa dificil,
especialmente pelo fato de os registros fésseis para esse grupo serem
extremamente incompletos devido ao corpo mole que esses organismos
apresentam e porque o paradigma de especializagédo (i.e. coespeciagao) &
amplamente rejeitado atualmente (Hoberg e Brooks, 2015; Nylin et al., 2018),
questionando a calibragdo baseada apenas na filogenia do hospedeiro. Assim,
esta sendo apresentada uma filogenia ultra métrica calibradas a partir de quatro
eventos, descritos a seguir. O primeiro evento que foi utilizado para datacao foi
utilizado em um clado composto por espécies de parasitos de Capsalidae. Para
isso foi utilizada a datagdo proposta por Perkins et al. (2010) na qual os autores
propdéem que a diversificacdo desse grupo ocorreu a aproximadamente 235 +/-
35 Ma. Esse intervalo foi adicionado como uma distribuigdo log-normal,

recomendada para datagdes estimadas em estudos anteriores (Heath, 2012).
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Outro evento que foi utilizado para datacéo foi utilizado em um clado
composto por espécies de parasitos encontrados em ciclideos africanos. Para
isso foi utilizada a datagéo proposta por Pariselle et al. (2011) na qual os autores
propdem que ciclideos entraram no ambiente continental africano a
aproximadamente 50 +/- 5 Ma, provenientes de Madagascar e registros fésseis

obtidos na plataforma The Fish Tree of Life (https:/fishtreeoflife.org). Esse

intervalo foi adicionado como wuma distribuicdo exponencial a priori,

recomendada para datagdes baseadas em vestigios fosseis (Heath, 2012).

A calibracdo dos outros dois eventos baseiam-se em endemismos
observados para parasitos de hospedeiros Neotropicais que devem estar
associados a separagdo do Gondwana (ou seja, a diversificagdo ocorreu
somente em aguas continentais neotropicais) assumindo-se que tenham iniciado
em 140 Mya e completado em aproximadamente 100 Mya. Esses intervalos
foram adicionados como uma distribui¢cdo linear, recomendada para eventos

biogeograficos (Heath, 2012).

As ordens e familias de hospedeiros, bem como a distribuigdo geografica
das espécies incluidas foram codificadas de acordo com as Tabelas 1 e 2, e
mapeadas na filogenia dos Dactylogyrinea utilizando o algoritmo de Liebermann
(2000, 2003). Esse algoritmo permite sugerir eventos historicos de isolamento e
expansao, o qual é esperado se oscilagao e pulso de taxon sdo esperados. Este
protocolo é baseado na otimizagao filogenética de caracteres de Fitch (1971). A
otimizagdo usa um método de dois passos, primeiro dos ramos para a base e
depois da base para os ramos apicais. Isolamentos sdo postulados quando o
numero de &reas ocupadas (ou taxons de hospedeiros parasitados) na
reconstrucdo de distribuicdo espacial diminui em relagcdo ao né ancestral. Ja
dispersao ou expansao bidtica é postulada quando o numero de areas ocupadas

aumenta em relagdo ao n6 ancestral precedente.
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Tabela 1: Lista de ordens de hospedeiros utilizadas pelas espécies
descritas no Anexo | e utilizadas nas reconstrugdes filogenéticas
apresentadas posteriormente nos resultados. Essas ordens foram
codificadas em uma sequéncia de a-k para identifica-las de forma mais
simplificada na Figura 2.
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Anabantiformes
Anguiliformes
Aulopiformes

Characiformes
Cichliformes
Cypriniformes
Gobiiformes
Mugiliformes
Perciformes
Scorpaeniformes
Siluriformes
Synbranchiformes

Osteoglossiformes

Tabela 2: Lista de familias de hospedeiros utilizadas pelas espécies

descritas no Anexo | e utilizadas nas reconstrugdes filogenéticas

apresentadas posteriormente nos resultados. Essas ordens foram

codificadas em uma sequéncia de 0-42 para identifica-las de forma mais

simplificada na Figura 2.
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Acanthuridae
Anabantidae
Anguillidae
Ariidae
Auchenipteridae
Bagridae
Centrarchidae
Cetopsidae
Chaetodontidae
Characidae
Cichlidae
Clariidae
Ctenoluciidae
Cynodontidae
Cyprinidae
Dactylopteridae

Doradidae

22 Lethrinidae
23 Loricariidae
24 Lutjanidae
25 Mastacembelidae
26 Mochokidae
27 Mugilidae

28 Notopteridae
29 Osphronemidae
30 Pangasiidae
31 Percichthyidae
32 Percidae

33 Pimelodidae
34 Scatophagidae
35 Schilbeidae
36 Sciaenidae
37 Serranidae
38 Serrasalmidae




17
18
19
20
21

Gerreidae
Gobiidae
Haemulidae
Heptapteridae
Ictaluridae

39
40
LY
42

Siganidae
Siluridae
Synodontidae

Terapontidae

97



98

3 RESULTADOS

As espécies dos 74 géneros de dactylogirideos utilizados nesse estudo
parasitam espécies de 77 familias de hospedeiros, correspondendo a 22 ordens
(ANEXO I). Trinta e oito espécies sao encontradas em hospedeiros marinhos, 19
de hospedeiros asiaticos, 3 de hospedeiros europeus, 1 de hospedeiro norte-
americano, 80 de hospedeiros neotropicais e 13 de hospedeiros africanos. No
alinhamento utilizado nesse estudo, as espécies de Cichlidae apresentaram o
maior numero de espécies de dactilogirideos (espécies de Cichlidogyrus,
Enterogyrus, Gussevia, Onchobdella, Parasciadicleithrum, Sciadicleithrum e
Scutogyrus). Todavia, hospedeiros Siluriformes sdo responsaveis por espécies

do maior numero de géneros incluidos no estudo.

A reconstrucdo filogenética parcial do gene rDNA 28S apresentou
diferencgas intrafamiliares se comparado com a que foi proposta no Capitulo |.
Entretanto, apesar do posicionamento das espécies ter variado ao longo da
reconstrugao, isso nao afeta o que foi proposto no capitulo anterior em relagéao
a classificacdo do grupo. As diferengas observadas entre as propostas nao

afetaram a composicéo das familias nem as reconstru¢cdes apresentadas.

No contexto desse estudo, parasitos da superfamilia Dactylogyroidea s&o
predominantemente marinhos, com poucas espécies representando o continente
asiatico. Espécies de Dactylogyroides e Dactylogyrus, (Dactylogyridae), sao
reportados ocorrendo exclusivamente em hospedeiros Cyprinidae de agua doce.
Parasitos representantes de Pseudodactylogyridae s&o encontrados em
ambientes de agua doce (Mastacembelocleidus, Heteronchocleidus e
Trianchoratus) e em ambiente marinho ou estuarino (Pseudodactylogyrus e
Ancyrocephalus) sendo encontrados em espécies de peixes de
Mastacembelidae, Osphronemidae, Anabantidae, Anguillidae e Percichthyidae,
respectivamente. Por fim, dentro os Dactylogyroidea analisados, parasitos que
compdem Tetrancistridae sdo encontrados exclusivamente em hospedeiros
marinhos  representantes de  Siganidae, Acanthuridae,  Mugilidae,

Dactylopteridae, Haemulidae e Lethrinidae.
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Os Protogyrodactyloidea apresentam uma distribuicdo mais ampla
ocorrendo em ambiente marinho, nas regides costeiras dos continentes africano
e americano. Parasitos representantes de Enterogyridae tém sua distribuicdo
restrita a hospedeiros marinhos Cichlidae, Sciaenidae e Synodontidae - essa
familia € composta por espécies que parasitam o trato digestivo de seus
hospedeiros, ao contrario da enorme maioria dos Dactylogyrinea. As espécies
do grupo irmao dessa familia, os Protogyrodactylidae, ocorrem em hospedeiros
marinhos (Scatophagidae, Gerreidae, Terapontidae, Lutjanidae, Gobiidae,
Mugilidae e Chaetodontidae) e de agua doce em Cichlidae e Characidae, nos

continentes africano e americano, respectivamente.

Parasitos da superfamilia Ancyrocephalidae estdo predominantemente
distribuidos na América do Sul, tendo apenas um relato para o ambiente marinho
€ um para o continente europeu dentre as espécies analisadas. Representando
essa superfamilia na analise, estdo os Anacanthorinae (Telethecium e
Anacanthorus), espécies endémicas da América do Sul, encontradas em
hospedeiros de Characiformes. Ja os Ancyrocephalidae ocorrem em sua maioria
em hospedeiros encontrados na América do Sul, com exce¢ao de espécies de
Urocleidus e Ancyrocephalus que ocorrem nos ambientes continentais da
América do Norte e Europa, respectivamente. Os parasitos utilizados nesse
estudo correspondentes a essa familia tém sua ocorréncia relacionada a
hospedeiros de Ctenoluciidae, Heptapteridae, Doradidae, Cynodontidae,

Centrarchidae, Percidae, Ictaluridae, Characidae e Loricariidae.

A superfamilia Ancylodiscoidea é representada por parasitos alocados em
Ancylodiscoididae e Demidospermidae. Ancylodiscoididae é composta nesse
estudo por espécies distribuidas, em sua maioria, no continente asiatico
(espécies de  Neocalceostomoides, @ Bychowskyella,  Silurodiscoides,
Thaparocleidus, Malayanodiscoides, Pseudancylodiscoides, Bifurcohaptor e
Cornudiscoides), com representantes africanos (Synodontella, Schilbetrema e
Quadriacanthus) e marinhos (Chauhanellus e Hamatopeduncularia). Parasitos
desses géneros estao associados a hospedeiros representantes de Mochokidae,
Schilbeidae, Ariidae, Auchenipteridae, Bagridae, Clariidae, Pangasiidae,

Siluridae e Notopteridae. Ja parasitos Demidospermidae sdo endémicos da
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América do Sul e estdo presentes em hospedeiros de Heptapteridae,

Serrasalmidae, Doradidae, Auchenipteridae, Loricariidae e Pimelodidae.

As analises filogenéticas utilizando o fragmento rDNA 28S suportam os
Dactylogyrinea como um clado monofiléticos com valor de probabilidade
posterior significativo (acima de 95%). Baseando-se na datac&o da diversificagao
dos capsalideos propostas por Perkins (2010), baseada em eventos
paleogeoldgicos e vestigios fésseis, € possivel sugerir que a primeira
diversificacdo dos Dactylogyrinea tenha ocorrido ha 189 Ma (HPD 95% = 146 —
232 Ma) (Figura 2) quando o ancestral do grupo deu origem a duas linhagens
distintas (Dactylogyrida e Ancyrocephalida). A infra subordem Dactylogyrida tem
sua primeira diversificagao postulada para 162 Ma (HPD 95% = 125 — 201 Ma)
com um evento de diversificacdo que deu origem as superfamilias
Dactylogyroidea e Protogyrodactyloidea ha 162 Ma (HPD 95% = 125 — 201 Ma).
A superfamilia Dactylogyroidea tem seu evento de diversificacdo datado para
154 Ma (HPD 95% = 117 — 189) dando origem ao ancestral dos Dactylogyridae
e a linhagem ancestral que posteriormente (148 Ma [HPD 95% = 114 — 186 Mal)
originou os Pseudodactylogyridae e Tetrancistridae. Os Dactylogyridae tém sua
diversificacao datada de 101 Ma (HPD 95% = 74 — 129 Ma) enquanto os
Pseudodactylogyridae e Tetrancistridae tém suas diversificagbes propostas para
117 Ma (HPD 95% = 87 — 148 Ma) e 108 Ma (HPD 95% = 82 — 134 Ma).

Ja a superfamilia Protogyrodactyloidea tem seu evento de diversificagao
datado para 150 Ma (HPD 95% = 114 — 185 Ma) quando deu origem ao ancestral
de Enterogyridae e Protogyrodactylidae. Enterogyridae tem seu evento de
diversificacdo datado em 102 Ma (HPD 95% = 76 — 130 Ma), ja
Protogyrodactylidae tem sua diversificacdo postulada para 131 Ma (HPD 95% =
100 — 164 Ma).

Simultaneamente com a origem de Dactylogyrida, a infra subordem
Ancyrocephalida tem sua origem ha 189 Ma (HPD 95% = 146 — 232 Ma) e o
primeiro evento de diversificagdo que originou as superfamilias
Ancyrocephaloidea e Ancylodiscoidea ocorreu ha 176 Ma (HPD 95% = 136 — 216
Ma). A superfamilia Ancyrocephaloidea teve seu evento de diversificacdo, com
a origem de Anacanthoridae e Ancyrocephalidae, em torno de 161 Ma (HPD 95%
=125 — 201 Ma); essas duas familias diversificaram ha 115 Ma (HPD 95% = 86
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— 144 Ma) e 148 Ma (HPD 95% = 112 — 183 Ma), respectivamente. Ja a
superfamilia Ancylodiscoidea diversificou ha 143 Ma (HPD 95% =111 - 176 Ma)
dando origem as linhagens representativas das familias Ancylodiscoididae e
Demidospermidae com diversificagcdo ha 133 Ma (HPD 95% = 102 — 164 Ma) e
132 Ma (HPD 95% = 102 — 162 Ma), respectivamente.
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As reconstrugdes obtidas utilizando o algoritmo de Lieberman (2000)
sugerem uma grande variedade de eventos historicos que influenciaram a
presente distribuicdo observada nesse estudo. No entanto, apesar de esse ser
o estudo mais completo da subordem até o momento, o numero amostral de
espécies das familias representadas ainda é baixo fazendo com que as
reconstrugdes apresentadas sejam apenas uma parte da historia antiga dos

grupos.

De acordo com as reconstrugbes o ancestral de Dactylogyrinea estava
presente nas linhagens ancestrais de Cypriniformes + Siluriformes +
Characiformes, Cichliformes e Perciformes no ambiente marinho e continental
da América do Sul. Entretanto, considerando a datagéo putativa do grupo e a
composi¢cdo do grupo externo utilizado, € mais compativel afirmar que esse
ancestral estava presente apenas no ambiente marinho. Ainda, baseando-se na
datacao das familias e ordens de hospedeiros proposta por Betancur-R (2014) é
plausivel sugerir que o ancestral de Dactylogyrinea estava presente no ancestral
de Cypriniformes + Siluriformes + Characiformes e Aulopiformes + Cichliformes
+ Mugiliformes + Synbranchiformes + Anabantiformes + Perciformes +
Gobiiformes + Scorpaeniformes. Essas inconsisténcias na reconstrucao podem
estar associadas a baixa amostragem de espécies representantes das familias
da subordem ou ainda a eventos de extingdo pontual nas ordens de hospedeiros

em que nao ha evidéncias de colonizagao por parte desses organismos.

Assim, assumindo que a subfamilia teve sua origem no ambiente marinho,
as analises sugerem 9 eventos de colonizagdo do ambiente de agua doce. As
datagdes sugerem que o primeiro evento de colonizagédo do ambiente de agua
doce ocorreu a 162 Ma (HPD 95% = 125 — 201 Ma) quando o ancestral da
superfamilia Ancyrocephaloidea colonizou o ancestral de Characiformes na
América do Sul. Entretanto, considerando que esse grupo de hospedeiros tem
sua origem datada para aproximadamente 122 Ma, data na qual a América do
Sul encontrava-se em processo de separacao de Gondwana, € possivel sugerir
que a colonizagdo do ambiente sul americano por esse ancestral de
Ancyrocephaloidea tenha ocorrido em um momento mais proximo a esse

periodo.
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Outro evento de colonizagdo do ambiente de agua doce aconteceu
quando o ancestral dos Dactylogyridae colonizou a Asia a 154 Ma (HPD 95% =
117 — 189 Ma), concomitantemente com o surgimento do ancestral de
Cyprinidae. Ja os Ancylodiscoididae e Demidospermidae tiveram seus eventos
de colonizagcédo do ambiente de agua doce a 133 Ma (HPD 95% =102 — 164 Ma)
e 132 Ma (HPD 95% = 102 — 162 Ma), respectivamente. Aqui a reconstrugao
sugere que essas duas familias tenham colonizado o ambiente de agua doce ao
colonizar espécies de Auchenipteridae — entretanto, essa familia tem sua origem
proposta para 76 Ma. Assim, é plausivel sugerir que essas duas familias tenham
colonizado a regido através da colonizagao de uma espécie ancestral da ordem
Siluriformes, a qual originou os Auchenipteridae. Demidospermidae manteve-se
restrito na América do Sul diversificando dentro dos Siluriformes a 132 Ma (HPD
95% = 102 — 162 Ma) enquanto os Ancylodiscoididae diversificaram nos
neotropicos a 133 Ma (HPD 95% = 102 — 164 Ma). Novamente o endemismo dos
Demidospermidae pode ser reflexo do baixo nimero amostral de espécies que

representam a familia.

Dentro dos Protogyrodactylidae quatro eventos de colonizacdo do
ambiente de agua doce foram postulados: (1) quando espécies de Onchobdella
colonizaram o continente africano a 131 Ma (HPD 95% = 97 — 164 Ma), onde as
reconstrugdes sugerem que provavelmente tenha ocorrido através de um
ancestral dos Cichlidae; (2) quando espécies de Cichlidogyrus e Scutogyrus
colonizaram o ambiente dulcicola africano a 30 Ma (HPD 95% = 23 — 40 Ma),
provavelmente colonizando hospedeiros Cichlidae; (3) quando o ancestral da
linhagem aqui representada por espécies de Sciadicleithrum, Jainus e Gussevia
colonizou o ambiente continental da América do Sul a 74 Ma (HPD 95% = 56 —
95 Ma), também em um provavel ancestral dos Cichliformes; e (4) quando o
ancestral da linhagem de Sciadicleithrum, grupo irmao dos Euryhaliotrema
colonizou o ambiente de agua doce mexicano a 67 Ma (HPD 95% = 50 — 85 Ma)

em ancestrais dos ciclideos Neotropicais.

Por fim, outro evento de colonizagdo do ambiente de agua doce ocorreu
em uma linhagem de Pseudodactylogyridae quando o ancestral dos
Mastacembelocleidus, Ancyrocephalus, Heteronchocleidus e Trianchoratus

colonizou aguas dulcicolas asiaticas a 117 Ma (HPD 95% = 87 — 148 Ma) nas
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linhagens ancestrais de Anabantiformes + Synbranchiformes e Perciformes.
Com isso é plausivel sugerir que o ancestral das espécies desses géneros de
Pseudodactylogyridae estava presente no ancestral que deu origem ao clado
composto por Perciformes, Synbranchiformes, Anabantiformes, Mugiliformes e

Cichliformes.

Assim, é possivel sugerir que houve quatro grandes eventos de
colonizacdo do ambiente Neotropical quando espécies de Anacanthoridae +
Ancyrocephalidae, Ancylodiscoididae e Demidospermidae colonizaram a regiéo
em hospedeiros de Characiformes (Characidae) e  Siluriformes
(Auchenipteridae). Outro evento de colonizagdo do ambiente Neotropical ocorreu
quando o ancestral da linhagem de Sciadicleithrum, grupo irmao dos
Euryhaliotrema colonizou o ambiente de agua doce mexicano. E por fim um outro
evento mais recente de colonizacdo da América do Sul ocorreu quando a
linhagem ancestral das espécies de Sciadicleithrum, Jainus e Gussevia

colonizaram a regido.

As reconstrucdes apresentadas sugerem ainda uma grande variedade de
eventos historicos que influenciaram a distribuicdo dos dactilogirideos e
moldaram a composicdo das associacbes observadas atualmente (Fig. 2).
Apesar da grande diferenga no numero amostral de espécies das diferentes
regides biogeograficas limitar a capacidade de reconstruir a histéria do grupo, foi
possivel identificar de forma consistente diversos processos histéricos que
determinaram a distribuicdo das associagdes parasito-hospedeiros como vemos

atualmente.

Os eventos de expansao e isolamento propostos foram associados a
especializagao de linhagens em um dos grupos de hospedeiros utilizados pela
espécie ancestral de parasito (isolamento), em eventos de isolamento
associados a aparente aquisigdo de novos hospedeiros (troca de hospedeiro) e
incorporagao de novas familias de hospedeiros (expansao). Foram identificados:
1) 65 eventos de isolamento, nos quais as linhagens de parasitos parecem ter
se isolado em um hospedeiro ou em menos hospedeiros que 0 seu ancestral
direto; 2) 12 eventos de isolamento associados a aparente aquisigdo de novos
hospedeiros; e 3) 9 eventos de expansdo com incorporagao de novos grupos de

hospedeiros.
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4 DISCUSSAO

A reconstrugcao histérica de associagbes e distribuicdo geografica da
subordem Dactylogyrinea com base na hipétese filogenética gerada com um
fragmento parcial 28S rDNA proposta para a subordem Dactylogyrinea
evidenciam diversos eventos de isolamento e expansao associados a mudancgas
do repertério de hospedeiros e/ou troca de regido geografica. Apesar da
discrepancia na densidade amostral ao longo das regides biogeogréficas - o que
aparentemente limitou a amplitude dos resultados - fica claro que o padrao da
diversificagao dos Dactylogyrinea é mais dinamico do que aquele sugerido pela

escola de maxima coespeciacao (Page, 2003).

Considerados como os fatores que regulam a capacidade de uma
linhagem de realizar a expansédo do repertério de hospedeiros e ambientes,
oportunidade e compatibilidade (Araujo et al., 2015) foram determinantes na
distribuicdo geografica e espectro de hospedeiros desse grupo de
Monogenoidea. Nesse caso, a oportunidade esta relacionada aos organismos
coexistirem temporal e espacialmente — a oportunidade ainda pode ser
incrementada quando ha um aumento do numero de vezes que parasitos sao
expostos a novos hospedeiros. Ja compatibilidade depende da capacidade da
linhagem de colonizar e sobreviver em um novo hospedeiro, sendo resultado da
capacidade de fixagao sobre a espécie hospedeira, de lidar com a defesa imune
desse novo hospedeiro e de utilizar os recursos tréficos apresentados, a
mortalidade nas popula¢des hospedeiras e parasitas, como consequéncia da
nova associacdo, ndo deve comprometer a sobrevivéncia das espécies

envolvidas (Araujo et al. 2015).

Para apresentar hipéteses sobre a origem dos hospedeiros e seus
parasitos séo necessarias 1. a histéria paleogeografica da regido; 2. o registro
histérico dos organismos envolvidos nas interagdes; e 3. a filogenia resolvida
para ambos os niveis tréficos estudados (hospedeiros e parasitos) (Beverley-
Burton, 1995). No entanto, sdo raras as situagdes em que todos esses requisitos

sdo atendidos de forma completa.
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A distribuigdo recente dos organismos, em particular organismos
terrestres ou confinados em ambientes dulcicolas, sdo frequentemente
relacionadas a posigao geografica das massas de terras continentais ao longo
da histéria geoldgica do planeta (Murray, 2001). A maior parte da massa terrestre
na parte inicial do Mesozoico estava reunida em um unico continente, dividindo-
se posteriormente, cerca de 160 milhdes de anos atras (Smith, Smith e Funnel,
1994; Murray, 2001; Veevers, 2004), em uma parte setentrional, conhecida como
Laurasia, e uma parte meridional, conhecida como Gondwana (Murray, 2001).
Gondwana incluiu as terras da América do Sul, Africa, Antartica e Arabia até
aproximadamente 120 Ma, quando se dividiu em trés massas de terra: (1) Africa
+ América do Sul; (2) Madagascar + india; e (3) Australia + Antartica (Murray,
2001).

A distribuicdo de espécies de Dactylogyrinea, como proposta nesse
estudo, sugere que a subordem tenha se originado no ambiente marinho a 242
Ma, no Triassico médio. A diversificagdo dessa espécie ancestral deu origem as
duas infra subordens (Dactylogyrida e Ancyrocephalida), por volta de 188 Ma, no
Jurassico inferior, ambos no Mesozoico. Durante esse periodo, a maior parte da
massa terrestre estava reunida em um unico continente. No entanto, a
diversificagdo inicial estimada da subordem apresenta 95% de HPD (146 — 232
Ma), sugerindo que essa diversificagdo pode ter sido associada a um processo
vicariante ocorrido no final do Jurassico, periodo em que a Pangeia ja havia se
separado nos supercontinentes Laurasia e Gondwana. Ainda, apesar da
reconstrugao apresentada sugerir que a linhagem que deu origem a subordem
estar presente nas linhagens ancestrais de Cypriniformes + Siluriformes +
Characiformes, Cichliformes e Perciformes, € plausivel especular que essa
distribuicdo encontrada seja apenas um artefato do numero amostral disponivel
nesse estudo. Assim, € possivel sugerir ao analisar a distribuicdo dos parasitos
em conjunto com a reconstrucao filogenética de ordens de hospedeiros, que a
linhagem ancestral dessa infra subordem estava presente no ancestral do clado
A (Fig. 3).



-338
1

113

Rajidae Leucoraja erinacea G01358

Callorhinchidae Callorhinchus milii G01235
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Figura 3: Reconstrucgao filogenética calibrada adaptada de Betancur-R (2014) das ordens dos
hospedeiros que compdem as analises apresentadas. O clado A indica a provavel linhagem
ancestral hospedeira da linhagem ancestral de Dactylogyrinae como discutido acima. Os valores
nos ramos indicam a provavel idade deles.

Assim, considerando as datag¢des putativas, ha um unico evento na
evolucéo dos Dactylogyrinea que pode ser resultado de um processo vicariante.
Apesar desse grupo ser primariamente marinho, como sugere os resultados
apresentados, espécies representantes dos Ancylodiscoididae diversificaram no
que conhecemos atualmente como o ambiente Neotropical entre 133 - 130 Ma,
periodo de separacdo do Gondwana e da Laurasia - ancilodiscodides estao

presentes no continente africano, europeu e asiatico.

A capacidade dos Dactylogyrinea em incorporar novas especies em seu
rol de hospedeiros fica evidenciada nas reconstrugdes apresentadas (Fig. 2).
Esses eventos estdo geralmente associados a colonizagdo de novos ambientes
ou ao retorno para o ambiente marinho. Exemplos disso ocorrem em espécies
de Protogyrodactylus e Metahaliofrema, as quais ampliaram seu repertorio de

hospedeiros quando recolonizaram o ambiente marinho a cerca de 107 Ma. Ja
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membros de Ancyrocephalida diversificaram no ambiente continental
neotropical, incorporando novos hospedeiros em seu repertério, a cerca de 148
Ma.

Provavelmente associada com o encontro com linhagens de hospedeiros
compativeis na nova area colonizada, a dispersao para novas areas geograficas
€ geralmente associada a uma aparente radiagdo evolutiva (ver Brooks e
McLennan, 2002) do grupo. Esses cenarios sao especialmente evidentes em
diversos momentos ao logo das reconstrugdes para o grupo e estdo detalhados
na Figura 2. Todavia, cabe ressaltar como exemplo os seguintes eventos: 1) A
colonizagao do continente asiatico por parte dos Dactylogyridae, com isolamento
e subsequente diversificacdo em hospedeiros Cyprinidae; 2) A colonizagao de
aguas continentais da Regido Neotropical em hospedeiros Characiformes e
Siluriformes, com subsequente diversificacdo dentro das ordens e eventuais
trocas para hospedeiros de outras ordens; e 3) Os processos de recolonizagao
de areas e grupos ancestrais, provavelmente através de conservadorismo

evolutivo (ver Agosta, Janz e Brooks, 2010).

A linhagem Neotropical dos Dactylogyrinea representa mais da metade
dos taxons amostrados neste estudo, e é a regido com o maior numero de
géneros endémicos de Monogenoidea (Boeger e Vianna, 2006). Como vimos
(Fig. 2), essas linhagens Neotropicais sao originadas de poucas espécies
ancestrais que deram origem a aparentemente toda a fauna que temos na
regido. Essa grande diversificagao pode estar relacionada com a diversidade de
familias e géneros de hospedeiros, especialmente Characiformes, Siluriformes
e demais ordens menos representativas presentes na regido. Characiformes, por
exemplo, é um dos maiores, se ndo o maior, componente da ictiofauna de agua
doce do mundo com cerca de 2 mil espécies reconhecidas na Africa e no Novo
Mundo (Oliveira et. a., 2011). Adicionalmente, eventos paleoclimaticos
influenciaram a historia evolutiva das comunidades aquaticas (vide Lundberg et
al., 1998), promovendo episodios de conexdo e isolamento de rios/microbacias,
criando oportunidades de expansao e retracdo de populacdes de parasitos e
hospedeiros, maximizando os processos de diversificagao na regido (Boeger et
al., 2003; Boeger et al., 2015; Azambuja, 2016; Tscha, 2016).
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Ainda, os resultados aqui apresentados corroboram em parte com as
sugestdes de Pariselle et al. (2011) para a origem dos Cichlidae e seus parasitos.
Os Cichlidae correspondem a um grande grupo de peixes tropicais, atualmente
reconhecidos como pertencentes a ordem Cichliformes (Betancur-R et al., 2013)
mas que por muito tempo foram considerados Perciformes. A distribuicdo atual
das espécies dessa familia &€ predominantemente vinculada a ambientes
dulcicola das Américas do Sul e Central, Africa, Madagascar, india e Oriente
Médio. Vestigios fosseis sdo conhecidos da Africa, Arabia Saudita, Europa,
América do Sul e Haiti (Murray, 2011). Assim, existem duas hipoteses para
origem dos ciclideos. A primeira hipotese sugere que sua origem tenha ocorrido
a 130 Ma, periodo em que Gondwana ainda n&o havia se separado em América
do Sul e Africa; a segunda hipétese sugere que esse grupo tenha se originado
em Madagascar a aproximadamente 60 Ma e tenha atingido sua atual
distribuicdo através de diversos eventos de dispersao através do ambiente
marinho (Pariselle et al., 2011; Friedman et al., 2013). Friedman et al. (2013)
rejeitam a origem vicariante a partir da Gondwana como um mecanismo viavel

para a distribuigdo atual do grupo.

Analisando os monogendideos parasitos de Cichlidae, Pariselle et al.
(2011) sugerem que a fauna de Monogenoidea que vemos hoje nos ciclideos de
agua doce seja o resultado de colonizagdo apos a dispersao pelo ambiente
marinho e invasdao do ambiente dulcicola. Esses autores postulam que
ectoparasitos de origem marinha morrem quando expostos ao ambiente com alta
salinidade e, portanto, durante a disperséo pelos oceanos, os ciclideos teriam
perdido seus parasitos. No entanto, os resultados aqui obtidos sugerem duas

situagbes para o grupo.

A linhagem que deu origem a espécies de Enterogyrus (endoparasitos de
ciclideos), Pseudempleurosoma e Paradiplectanotrema surgiu a cerca de 150
Ma, no final do periodo Jurassico no ambiente marinho e diversificou a 102 Ma,
no Cretaceo. Esses eventos pré-datam a origem postulada de Cichlidae no
minimo 60 Ma anos (Betancur-R et al., 2013). Assim, ndo é claro se a ocorréncia
de espécies de Enterogyrus em Cichlidae € o resultado de uma colonizagéo que
ocorreu no ambiente marinho (durante a dispersdo dos hospedeiros entre

continentes) ou no ambiente de agua doce (provavelmente em Madagascar, a
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provavel regido de origem do género). O registro de uma espécie de Enterogyrus
em peixe marinho foi considerado por Pariselle (2001) o resultado de uma

identificacao errbnea.

Ja as primeiras diversificagdes das linhagens de espécies de Onchobdella
(app. 131 Ma), Cichlidogyrus + Scutogyrus (app. 31 Ma) e Parasciadicleithrum +
Sciadicleithrum + Gussevia (app. 75 Ma) (Pariselle et. a., 1191), também
parasitos de Cichlidae, ocorreram durante (para Onchobdella) ou
subsequentemente ao evento de separagao do Gondwana (a qual iniciou app.
140 Ma e completou cerca de app. 100 Ma de acordo com Heine, Zoethout, &
Mdller, 2013). A reconstrugéo de habitat sugere que o ancestral imediato de
Onchobdella colonizou o ambiente continental aquatico africano entre 149-131
Ma. Entretanto, essa reconstru¢cao assume o "retorno" ao ambiente marinho a
partir da Africa inimeras vezes. Essa reconstrucéo é influenciada apenas pela
posicao relativa de Onchobdella e contradiz Pariselle at. al. (2011). Para Pariselle
et al. (2011), ectoparasitos de agua doce seriam incapazes de sobreviver em
ambientes marinhos durante a dispersao hipotética de ancestrais ciclideos entre
continentes. Assim, parece que ser mais parcimonioso assumir a colonizagao
independente dos 3 grupos (Onchobdella, dactilogirideos africanos e
dactilogirideos neotropicais) a partir de espécies marinhas adquiridas pelos
ciclideos durante o processo de dispersdo. Essa visdo, todavia, contradiz
Pariselle et al. (2011) que sugeriu que a recolonizagdo dos ciclideos por
monogenoideos se daria no novo ambiente continental apds dispersdo pelo
ambiente marinho. O relacionamento filogenético de ciclideos africanos e
neotropicais nao correspondem ao processo vicariante de separagcdo do
Gondwana (Fig. 2). De fato, a diversificagdo dos demais dactilogirideos africanos
(app 31 Ma) e neotropicais (app. 75 Ma) representados na analise ocorreu bem
depois da separacao desses continentes e da origem dos Pseudocrenilabrinae
e Cichlinae (Matschiner, 2019) e provavelmente representam processos de

colonizacao oriundas de hospedeiros marinhos.

Adicionalmente, um grupo de espécies originalmente descritas como
Sciadicleithrum do México (S. meekii, S. splendidae, e S. mexicanum), cuja
diversificagdo parece ter se originado de um evento de colonizagao de ciclideos

neotropicais a partir de helmintos do clado dos Euryhaliotrema a cerca de 18 Ma.
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Essas trés espécies de dactilogirideos de ciclideos mexicanos provavelmente
serdo transferidas para Euryhaliotrema, considerando o compartilhamento de
diversas caracteristicas morfolégicas (vide Razzolini, Cap. 1). Essa colonizagao
provavelmente ocorreu em um ambiente estuarino, um ecotone entre 0 ambiente
marinho e aquatico continental, que permite o contato entre organismos dos dois

ecossistemas.

Assim, apenas a analise do relacionamento filogenético das espécies
incluidas nesse estudo sugere que a fauna de monogendideos de ciclideos
representa um mosaico filogenético de linhagens distintas, que estabeleceram
as associagdes em momentos e cenarios distintos. Adicionalmente, associagdes
de ciclideos e monogendideos nao incluidas aqui apontam para um cenario
ainda mais complexo (vide Pariselle et al., 2011 para uma sintese). A filogenia
morfolégica apresentada por Pariselle et al. (2011) aponta para pelo menos
alguns casos de "transferéncia" de monogendideos entre hospedeiros marinhos
e de agua doce (e.g. a espécie de Ceylanotrema Gussev, 1963, encontrados em
ciclideos do Ceilédo, provavelmente representa uma linhagem de Diplectanidae,
um grupo tipicamente marinho). O mesmo artigo indica uma posicao filogenética
isolada de Sclerodiscoides Agrawal, Yadav & Kritsky, 2001 dentre os demais
géneros encontrados em ciclideos, representando provavelmente, um cenario

adicional de colonizag&o independente (Pariselle et al., 2011).

Esse mesmo padréo de mosaico ocorre em outros grupos de hospedeiros
amostrados nesse estudo, incluindo (mas nao limitado apenas a esses) diversos
grupos de Siluriformes (e.g. Loricariidae, Pimelodidae) e Characiformes (e.g.

Characidae).

Em sintese, a anadlise de diversificacdo de Dactylogyrinea é plenamente
consistente com o cenario esperado sob o Paradigma de Estocolmo (PE)
(Hoberg & Brooks, 2015), refletindo ainda o padréo geral observados para os
processos evolutivos em outros grupos (Nylin et al., 2018). Nao existe, nesse
estudo, nenhuma evidéncia de diversificagdo através de eventos de
coespeciagdo como seria esperado sob os preceitos da escola de maxima
coespeciagao. Embora a maioria dos géneros de parasitos seja restrita a uma
unica ordem de peixes, isso nao pode ser considerado evidéncia de

coespeciagao, mesmo que as relagdes filogenéticas entre os niveis troficos
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sejam conhecidas (Althoff, Segraves e Johnson, 2014). Nao ha padrao macro
evolutivo que, por si sO, possa distinguir entre coespeciagao, Coevolutionary
Arms Race e cenarios de colonizagdo por troca de hospedeiros (Brooks e
McLennan, 2002). O padrao da distribuicao dos grupos de parasitos no tempo e
espaco formam um mosaico de distribuicdo. Para Monogenoidea a maioria das
linhagens parece estar restrita a niveis taxondmicos mais altos (i.e., familia ou
ordem de hospedeiros). Além da diferenca entre as comunidades de parasitos,
cada grupo de peixes tem um padrao particular de compartiihamento de
parasitos, fato aparentemente relacionado a fatores historicos intrinsecos das

comunidades (Braga et al., 2015).

Parece crivel concluir que analises de coevolug¢ao que utilizam protocolos
e programas que buscam maximizar coespeciagao através de proposi¢céo de
eventos de duplicacdo (especiacdo simpatrica) e extingdo de linhagens de
parasitos resultam um cenario n&o realistico da evolugdo de associagdes
bioldgicas. Por exemplo, na analise da Figura 2, a auséncia de dactilogirineos
em certas ordens e familias de peixes pode ser interpretada como eventos de
extingdo ou de auséncia secundaria de linhagens de parasitos naquelas clados
hospedeiros. Contudo, a constatacdo de que eventos de troca de hospedeiros
(i.e. oscilagao no repertorio de hospedeiros) sao geralmente mais comuns do
que se espera, mesmo entre grupos filogeneticamente distantes, € plausivel
sugerir que a distribuicdo observada de sistemas hospedeiro-parasitos reflete a
interacdo entre a capacidade e a oportunidade de utilizar um novo recurso
(Araujo et al., 2015). Nesse caso, excluindo a limitagdo amostral que pode ter
influenciado os resultados desse estudo, se existe a capacidade, mas nao existe

a oportunidade, a associagao ndo ocorre.

No entanto, os elementos do PE estdo amplamente presentes nas
reconstrucdes realizadas nesse estudo. Troca de hospedeiros por ecological
fitting aparentemente fundamentadas no sloppy fitness space das linhagens
(Agosta, Janz & Brooks, 2010) sdo extensas (i.e., recolonizagdo de grupos de
hospedeiros ancestrais e troca de hospedeiros filogeneticamente distantes).
Oscilagdes (Janz & Nylin, 2015) ficaram evidentes na aquisicdo de novos
recursos ou expansao geografica, e suportam a ideia de que especializagao e

generalizagdo s&o processos ecologicos histéricos ndo definitivos (i.e., ndo
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existem linhagens especialistas ou generalistas). E, finalmente, Pulsos de Taxon
(Erwin, 1985) foram observados no processo de dispersdo das linhagens de
dactilogirineos os quais, ao colonizar sequencialmente novas areas geograficas
e novos grupos hospedeiros, apresentaram processos de extensa - e

provavelmente, rapida — diversificagao.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo avaliou o relacionamento filogenético e o status
taxondmico das familias que compdem a subordem Dactylogyrinea (sensu
Razzolini, Cap. ) utilizando sequencias disponiveis e novas de seus
componentes. Com base na hipétese filogenética gerada, uma reconstru¢ao da
ecologia histérica do grupo analisou eventos que influenciaram a distribuicao
geografica e as associacbes desses organismos com seus hospedeiros. O
estudo produziu 53 novas sequéncias de um fragmento parcial de 28S rDNA de
10 espécies de Dactylogyrinea e 7 novos géneros que, unidos a 162 sequéncias
disponiveis nos bancos de dados. Ja para o fragmento parcial de 18S rDNA
foram sequenciadas 20 de monogendideos que foram alinhadas a 67 sequéncias
disponiveis nos bancos de dados. Esses alinhamentos foram utilizados para
produzir analises filogenéticas dos dois fragmentos sob os critérios de inferéncia

bayesiana e maxima verossimilhanga

Para revisar o status taxondmico dos grupos-familia subordinados a
Dactylogyrinea (senso Boeger e Kritsky, 1997), esse estudo utilizou informagdes
moleculares em conjunto com dados morfolégicos das espécies do grupo,
contribuindo para a resolugdo de conflitos na classificagdo do grupo. Essas
analises integradas forneceram subsidio para a proposicdo de uma nova
classificagdo suportada, em sua maior parte, por dados moleculares e
morfologicos. Os resultados aqui propostos sdo uma tentativa de alocar de forma
mais consistente as espécies que compdem a subordem. Apesar de se
apresentarem robustos, a inclusdo de novas sequéncias de espécies que nao
estao presentes nas analises, em conjunto com uma analise detalhada das suas
caracteristicas morfologicas, pode fornecer informagdes fundamentais em

tomadas de decisdes futuras sobre o grupo.

Os resultados aqui apresentados corroboram com a ideia de que o
sistema bioldgico, incluindo o relacionamento parasito - hospedeiro, € muito mais
flexivel do que se imagina. Apesar de esse ser o estudo mais completo da
subordem até o momento, o numero amostral das familias representadas ainda

€ baixo, podendo influenciar as reconstrucbes e limitar os resultados
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apresentados a apenas uma parte da histéria dos grupos. Ficou evidente que os
parasitos, diferente do que era proposto em paradigmas tradicionais (ver
Thompson, 2005), sdo capazes de realizar diversas trocas de hospedeiros
mesmo quando esses representam recursos filogeneticamente distantes. As
reconstrugdes obtidas com auxilio do algoritmo de Lieberman (2000) sugerem
uma alta variedade de eventos histéricos que influenciaram a distribuicdo dos

parasitos como vemos hoje.

Fica claro ao longo das reconstrugdes o papel que oportunidade e
compatibilidade (Araujo et al., 2015) em determinar a distribuicdo geografica e o
espectro de hospedeiros dos Dactylogyrinae. A oportunidade esta relacionada
aos organismos coexistirem temporal e espacialmente enquanto a
compatibilidade depende da capacidade da linhagem de colonizar e sobreviver
um novo hospedeiro. Os eventos de diversificacdo apresentados estdo, em sua
maioria, relacionados a eventos de colonizagao de novos ambientes, ou ocorrem

subsequentemente apds eventos de isolamento.

A colonizacdo de novos hospedeiros e expansao geografica na
distribuicdo dos organismos é prevista pelo Paradigma de Estocolmo e
corroborada com os resultados aqui apresentados como eventos frequentes no
ambiente. Compreender como esses processos sao formados e como se
mantem no ambiente torna-se cada mais importante para elucidar o que leva a
novas associagoes, incluindo associagdes envolvendo patégenos transmissores
de doencas emergentes (Brooks et al., 2014). Essas associagdes tém sido
muitas vezes vinculadas a perturbagdes ecoldgicas seguidas de colonizagbes
geograficas e de novos hospedeiros em diferentes escalas espaciais e temporais
ao longo da histéria dos grupos (Hoberg e Brooks, 2008, 2013; Brooks et al.,
2013). As interagdes observadas nesse estudo refletem a habilidade e a eficacia
na sobrevivéncia de espécies de parasitos no ambiente, contribuindo com

evidéncias para as previsdes do Paradigma de Estocolmo.
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