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RESUMO

Cardoso, Wagner Amanajas. Parasitos do Filo Apicomplexa em Hoplias aimara
(Valenciennes, 1847) de vida livre da Amazbnia Oriental: caracterizacdo morfoldgica e
molecular. Dissertacdo (Mestre em Biodiversidade Tropical) — Programa de Po6s-graduacéo
em Biodiversidade Tropical — Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo - Universidade

Federal do Amapa.

O Filo Apicomplexa compreende uma vasta gama de parasitos com algumas espécies de
interesse médico e médico veterinario. Apesar de sua grande importancia pouco se sabe sobre
sua ocorréncia em animais silvestres, sobretudo em peixes, menos ainda sobre a sua
importancia ecoldgica e evolutiva e sobre aspectos relacionados & sua biodiversidade e
relacGes filogenéticas. Dessa forma, utilizando analise morfoldgica e molecular concentramos
esforgcos para identificar a presenca de hemogregarinas e de coccidios extra-intestinais em
trairdes, Hoplias aimara (Valenciennes, 1847), no Rio Fausino estado do Amapa, Brasil.
Caracteres morfologicos, morfométricos e filogenéticos baseados em sequéncias parciais do
gene 18S rRNA foram utilizados para identificar esses organismos. No capitulo 1 parasitos do
género Hepatozoon foram encontrados na forma de cistos com cistozoitos no figado de
Hoplias aimara (Valenciennes, 1847) ndo foi observado outros estagios sanguineos no peixe.
Os achados comprovam a circulagdo destes parasitos nestes vertebrados, que provavelmente
comportam-se como hospedeiros paraténicos no ambiente natural. Os resultados da anélise
filogenética baseada em um fragmento do gene 18S rRNA sugere a ocorréncia de uma
potencial nova espécie de Hepatozoon, filogeneticamente relacionada a Hepatozoon caimani

(Carini, 1909).

Palavras-chave: Apicomplexa; Andlise Filogenética; Morfologia; Protozoarios; Trairdes;

Vida Livre.



ABSTRACT

Cardoso, Wagner Amanajas. Parasites of the Phylum Apicomplexa in free-living Hoplias
Aymara (Valenciennes, 1847) from the Eastern Amazon: morphological and molecular
characterization. Dissertation (Master’s in Tropical Biodiversity) — Graduate Program in
Tropical Biodiversity — Dean of Research and Graduate Studies — Federal University of
Amapa.

The Apicomplexa Phylum comprises a wide range of parasites with some species displaying
medical and veterinary interest. Despite its paramount importance, little is known about its
occurrence in wild animals, especially fish, and even less about its ecological and
evolutionary importance and aspects associated to its biodiversity and phylogenetic
relationships. Thus, we concentrated efforts to identify the presence of hemogregarins and
extra-intestinal coccidia in “trairdes”, Hoplias aimara (Valenciennes, 1847), on the Fausino
River state of Amapa, Brazil. Employing morphological and molecular analyses.
Morphological, morphometric and phylogenetic characters based on partial 18S rRNA gene
sequences were used to identify these organisms. In chapter 1, parasites belonging to the
Hepatozoon genus detected in the form of cysts containing cystozoites in the liver of Hoplias
aimara (Valenciennes, 1847) no other blood stages were observed in the fish. The findings
confirm the circulation of these parasites in these vertebrates, which probably behave as
paratenic hosts in the natural environment. The results of the phylogenetic analysis based on
an 18S rRNA gene fragment suggest the occurrence of a potential new Hepatozoon species,

phylogenetically related to Hepatozoon caimani (Carini, 1909).

Keywords: Apicomplexa, Phylogenetic Analysis, Morphology, Protozoa, TrairGes, Free-

living.



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ......oooomoieieeeee et 10
1.1.FILO APICOMPLEXA (LEVINE, 1970).....ccccciitiiiieierieenisienieenesieesee e es 10
1.2.CICLO DE VIDA DOS APICOMPLEXA (LEVINE, 1970).....ccccccuriimriieinrinerieesenenennns 13
1.3.SISTEMATICA E TAXONOMIA DO FILO APICOMPLEXA .....c.ooovvvverirsieirnnans 14

2. PRINCIPAIS PARASITOS DO FILO APICOMPLEXA EM PEIXES E OUTROS
VERTEBRADOS..... ..ottt ettt e e e s e e e nsaeeennaeanns 15

3. FAMILIA HEPATOZOIDAE WENYON, 1926.........ccceiiieiireireisiesessessiessissenens 18
3.1 Hepatozoon (MILLER, 1908) ......cciiciiiiiiieiie et ce e e se e se e seesteesteesteeste e ste e sreestaesreesreenneens 18
3.2 Ciclo de vida de HEPAtOZOON. ........cueuiiiiiiieieieisie et 21
3.3 HEPALOZOON M PEIXES......civeiieeiieiteeie e st e ste e ste et e s e e s e e s e ere e te e ste e sreesteesteeantesneesneeaneeeneesneeanes 23

4. FAMILIA ERYTHRINIDAE VALENCIENNES, 1847.......oocooicoieooeeeeeeeeeeeeeeseeannes 24
4.1  Aspectos Gerais SObre HOPHAS.........ccouciiiiiiiieiccese e 25
4.2 Hoplias aimara (VALENCIENNES, 1847).......cccciiiiiiiiiieieieese s 27

B, HIPOTESES......ooiiiiiiieiece ettt 30

B. OBJIETIVOS....... ettt e et e e s be e e beesbeeabeesreeanree s 31
B.1 GERAL .....o ittt et r et R bRt ettt et e e 31
8.2 ESPECIFICO......oiiiiieiceeeeeeeeve ettt st 31

7. REFERENCIAS.......ooiiiiiieteie ettt 32

8. CAPITULO Luvuioiiiiiiiisieecie sttt s 43

Hepatozoon PARASITES (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) IN FISHES Hoplias
aimara (CHARACIFORMES, ERYTHRINIDAE) FROM THE EASTERN AMAZON,
BRAZIL.

0. CONCLUSODES. ... e e ettt e oo e e enane 58



1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Filo Apicomplexa (Levine, 1970)

O filo Apicomplexa abriga cerca de 4600 espécies, no entanto esse nimero pode ser
mais de dez vezes maior. Estes protozoarios estdo divididos em mais de 300 géneros com
mais de 60 familias (Levine 2018).

O Filo Apicomplexa merece destaque por apresentar patdgenos de interesse médico e
médico veterinario, além da vasta gama de hospedeiros que infectam e elevado impacto
associado. Por exemplo, Plasmodium spp. agente causador da malaria, Cryptosporidium spp.
causador de diarréias graves em animais imunocomprometidos, Eimeria spp., responsavel
pela coccidiose em aves, e Besnoitia sp., Babesia bovis e Theileria spp., parasitos de gado,
dentre outros com impactos na economia e satde publica (Perkins et al. 2000, De Souza et al.
2010).

As familias Haemogregarinidae e Calyptosporidae por serem frequentes em peixes
motivardo este trabalho, no entanto, registrou-se apenas formas de cistos com cistozoitos de
Hepatozoon sp. em figado de Trairbes (Hoplias aimara Valenciennes 1847). Assim segue
uma breve exposicdo da taxonomia do filo Apicomplexa, destacando as semelhancas e
diferencas dos parasitos do género Hepatozoon e outros grupos do filo Apicomplexa, em
relacdo aos diferentes estagios parasitarios e dos agentes envolvidos nos seus ciclos de vida. A
caracterizacdo taxondmica do filo Apicomplexa segue a revisao de Adl et al. (2005).

As maiorias dos Apicomplexos importantes se enquadram em cinco grupos principais:
(1) os das gregarinas, parasitos de invertebrados, com cerca de 1600 espécies, 225 géneros e
40 familias; (2) os hemogregarinos, encontrados nas células do sangue de peixes, répteis e
outros vertebrados, com cerca de 400 espécies, quatro géneros e uma familia; (3) os coccidios,

encontrados no homem e os animais domésticos, dentre eles aves, gado, ovelhas, cabras,
10



porcos, caes, gatos, roedores e peixes e tambem em alguns invertebrados, com cerca de 2.000
espécies, 65 géneros e 22 familias; (4) os hemosporos, compostos de parasitas sanguineos,
com cerca de 450 espécies, 10 géneros e uma familia; (5) e os piroplasmas, importantes para a
pecudria, com cerca de 170 espécies, seis géneros em trés familias (Levine 2018).

O sucesso evolutivo do filo devem-se ao conjunto de organelas especializadas
caracteristica da parte apical dos estagios invasivos (esporozoitos e merozoitos) e pela
presenca de um pequeno conjunto de organelas discretas no citoplasma de todos 0s estagios
de desenvolvimento, com énfase para os microtdbulos arranjados, anel polar e corpos
secretores (Fig. 1), os quais mediam a entrada do parasita na célula hospedeira (Fig. 2), onde
geralmente sobrevivem dentro de um vacuolo parasitoforo (Votypka et al. 2017).

Ecologicamente, os parasitos desse filo podem influenciar nos processos biolégicos de
seus hospedeiros, tais como a sele¢do sexual (Ehman e Scott 2002, Megia-Palma et al. 2018)
e a dindmica de predacdo e competicdo (Schall 1992, Garcia-Longoria et al. 2015). Apesar
disso, a maioria dos esforcos para compreensdo do tadxon concentra-se em espécies que
causam doencas em aves e mamiferos. Em animais silvestres, sobretudo em peixes, 0
conhecimento sobre esses parasitos ainda é limitado, restringindo-se apenas a identificacdo de

algumas espécies, principalmente de Eimeria e Goussia (Whipps et al. 2012).
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Figura 1 - Estrutura de um esporozoito ou merozoito tipico. Apicoplasto (AP), alvéolos corticais (CA), condide
(CO), granulos densos (DG), reticulo endoplasmatico (ER), aparelho de Golgi (GA), micronemes (MN),
microporo (MP), mitocéndria (MT), nucleo (NU), anéis pré-conoidais (PC), anel polar (PR), roptrias (RH),

microtbulos subpeliculares (SM). Fonte: Votypka et al. 2017.

Figura 2 - Invasdo do esporozoito em uma célula hospedeira. Contato primario da esporozoito sem orientacdo
(a); apego seguido pela reorientacdo apical (b); inducéo do parasitoforo vacutolo (c); translocagdo do esporozoito

no vacuolo (d) 6rgdos excretores. Fonte: Votypka et al. 2017.
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1.2. Ciclo de vida dos Apicomplexa (Levine, 1970)

De acordo com Levine (1980), todos os membros do Filo Apicomplexa séo parasitos
com ciclos de vida complexos, apresentando duas fases assexuadas, conhecidas como
merogonia e esporogonia, e uma sexuada, chamada de gametogonia, com os ciclos de vida
envolvendo um ou mais hospedeiros, caracterizados por monoxénicos e heteroxénicos,
respectivamente.

O ciclo de vida dos Apicomplexos alterna entre assexual e sexual com
desenvolvimento em um ou mais hospedeiros vertebrados ou invertebrados, pouco se sabe
sobre a sua inducdo, tempo de ocorréncia e sobre 0s mecanismos moleculares de
diferenciacdo de um estégio do ciclo de vida para o outro (Smith e Ranford-Cartwright 2002).

O numero de estdgios infecciosos (esporozoitos, merozoitos ou gametdcitos) depende
do meio de transmissao usado por cada espécie e a mudanca do desenvolvimento assexuado
para o sexual, em um dos hospedeiros, necessita da formacao de gametdcitos. Esses estagios
sdo transmissiveis para hospedeiros definitivos invertebrados, no caso dos hemoparasitos, ou
precedem imediatamente aos estagios que levam a formacdo de oocistos, para 0s coccideos
intestinais e extra-intestinais. (Smith e Ranford-Cartwright 2002).

Os Apicomplexos sdo 0s Unicos entre 0s eucariotos que 0 gametocito masculino se
diferencia em um ou mais microgametas (gametogénese) e fertiliza um macrogameta, ou
gameta feminino, produzindo um zigoto, este por sua vez, diferencia-se em um oocisto com
multiplos esporozoitos (esporogonia) (Fig. 3), os quais compreendem formas alongadas e
geralmente infectantes que se liberam ou ndo dos oocistos, dependendo do grupo de parasitos
(Siddall 1995).

Na célula hospedeira, 0s esporozoitos se dividem assexuadamente de uma a trés vezes

(merogonia primaria e secundaria), gerando varias células filhas chamadas merozoitos. Estes
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se diferenciam posteriormente em gametocitos (gametogonia), que sdo os precursores da fase
sexual. Este padréo se altera em diferentes grupos e alguns ndo possuem certas fases (Siddal

1995).

Proliferacao

Esporozoito N ( Merozontp )
(In) / \ ’ \  (meronte,esquizonte
| \ (1n)
Zigoto - . Micro-macrogameta
(2 n) Proliferacdo Sexual (In)

Figura 3 - Desenho esquematico de um ciclo de vida tipico dos coccidios e hemosporideos do Filo Apicomplexa.

Adaptado de Votypka et al. 2017.

1.3. Sistemética e taxonomia do Filo Apicomplexa

A classificacdo dos Apicomplexa compreende cinco grupos principais: gregarinas,
hemogregarinas, coccidios, hemosporideos (parasitas malaricos) e piroplasmas,
tradicionalmente agrupados em quatro classes (Adl et al. 2012, Votypka et al. 2017).

De acordo com Morrison (2008), a maioria dos agrupamentos foram formados com
base em caracteres morfolégicos dos parasitos e no tipo de hospedeiro vertebrado e vetor,
além da predilecdo pelo tecido do parasitado. Nos ultimos anos, com o emprego de
abordagens moleculares, o grupo tem passado por diversas reclassificagdes taxonémicas, no
entanto, as questdes filogenéticas ainda sdo pouco esclarecidas para o Filo (Adl et al. 2012;

Barta et al. 2012).
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Neste estudo serd abordado o esquema taxondmico proposto por Adl et al. (2005)
(Tabela 1) para a classificacdo de alguns dos parasitos do Filo Apicomplexa observados em

peixes e outros vertebrados.

Tabela 1 - Classificacdo do Filo Apicomplexa.

Filo Apicomplexa Levine, 1970 emend. Adl et al., 2005
Subfilo Conoidasida Levine, 1988
Classe Coccidia Leuckart, 1879
Ordem Eucoccidiorida Léger and Duboscq, 1910
Subordem Adeleorina Léger, 1911
Familia Haemogregarinidae Léger, 1911
Género Haemogregarina Danilewsky, 1885
Género Cyrilia Lainson, 1981
Género Desseria Siddall, 1995
Familia Hepatozoidae Wenyon,1926
Género Hepatozoon Miller, 1908
Subordem Eimeriorina Léger, 1911
Familia Calyptosporidae Overstreet, Hawkins & Fournie,1984
Género Calyptospora Overstreet, Hawkins & Fournie, 1984

Adaptado de Votypka et al. 2017

2. Principais Parasitos do Filo Apicomplexa em Peixes e Outros Vertebrados.

Os principais grupos de parasitos do Filo Apicomplexa que ocorrem em peixes Sdo as

Hemogregarinas (Subordem: Adeleorina Léger, 1911; Familia: Haemogregarinidae Léger,
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1911) e o coccidio extra-intestinal (Subordem: Eimeriorina Léger, 1911; Familia:
Calyptosporidae Overstreet, Hawkins e Fournie, 1984).

A subordem Adeleina (Léger, 1911), apresenta um conjunto de macro e microgametas
no interior da célula hospedeira, fendbmeno denominado sizigia, 0 microgamonte produz de
um a quatro microgametas, a endodiogenia é ausente e 0S €esSporozoitos encontram-se
envolvidos em uma membrana fina e fragil dentro do oocisto (esporocistos) (Dias 2010). A
subordem Eimeriina (Léger, 1911) se diferencia da Adeleina pelo desenvolvimento
independente dos gametas, de tal forma que néo se observa a fase de sizigia e 0 microgamonte
produz muitos microgametas, assim como 0s esporozoitos séo envolvidos por um esporocisto
no interior do oocisto (Dias 2010).

O termo haemogregarina é utilizado para agrupar parasitos vermiformes e largos
encontrados em leucocitos e eritrdcitos (Davis 2000).

As hemogregarinas sdo agrupadas em quatro familias: (1) Haemogregarinidae (Léger,
1911), contendo Haemogregarina (Danilewsky, 1885), Cyrilia (Lainson, 1981) e Desseria
(Siddall, 1995); (2) Hepatozoidae (Wenyon, 1926) com Hepatozoon (Miller, 1908); (3)
Karyolysidae (Wenyon 1926) com Karyolysus (Labbé, 1894) e Hemolivia (Petit, Landau,
Baccam & Lainson, 1990); (4) Dactylosomatidae (Jakowska e Nigrelli, 1955) com
Dactylosoma (Labbé, 1894) e Babesiosoma (Jakowska & Nigrelli, 1956) (O'Donoghue 2017).

Siddall (1995) sugeriu que apenas hemogregarinas que infectam quelonios (Reptilia,
Testudines) podem ser consideradas como Haemogregarina sensu stricto, enquanto que as de
peixes seriam classificadas como Desseria ou Cyrilia, ou ainda como Haemogregarina sensu
lato (Davies & Smit, 2001). Para outros hospedeiros vertebrados, tais como crocodilianos,

lagartos, serpentes, anfibios, aves e mamiferos esses parasitos foram reportados como
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Hepatozoon dependendo da determinacdo de seus vetores e estudos sobre ciclos de vida
(O'Donoghue 2017).

Calyptosporidae foi proposta com intuito de abrigar os géneros Calyptospora e
Goussia, distinguindo-os da familia Eimeriidae, devido ao fato de apresentarem um ciclo de
vida heterdxeno com um hospedeiro intermediario invertebrado. Estes coccidios sdo parasitos
do tecido e drgdos de peixes, com predilecdo por tecidos hepaticos, e invertebrados aquaticos
(Overstreet et al. 1984).

No Brasil, os registros existentes de hemogregarinas em peixes sdo: Desseria mugili
(Carini, 1932) em tainhas (Mugil liza Cuvier e Valenciennes, 1836); Haemogregarina
platessae (Lebailly, 1905) em linguado (Paralichthys orbignyanus Valenciennes, 1839); e
Cyrilia lignieresi (Lainson, 1981) em mucum (Synbranchus marmoratus Bloch, 1795)
(Siddall 1995, Davies et al. 2000, Eiras et al. 2012); e Cyrilia sp. em espécies de arraias
(Potamotrygon cf. histrix) e (Potamotrygon wallacei Carvalho, Rosa e Araujo, 2016) (Magro
et al. 2013). Recentemente, a espécie Haemogregarina daviesensis sp. nov. foi isolada a partir
de Lepidosiren paradoxa (Fitzinger, 1837) no leste da Amazonia, tendo como base o uso
combinado de dados morfologicos, morfométricos e genéticos para sua descricdo (Esteves-
Silva et. al 2019).

Atualmente sdo conhecidas trés espécies de Calyptospora que infectam peixes nos
sistemas de agua doce no Brasil: (i) Calyptospora serrasalmi (Cheung, Nigrelli & Ruggieri,
1986) em piranhas negras (Serrasalmus nigers Cheung et al., 1986); (ii) Calyptospora
tucunarensis (Békési & Molnar, 1991) em tucunaré (Cichla ocellaris Schneider, 1801); e (iii)
Calyptospora spinosa (Azevedo et al., 1993) em jacunda (Crenicicha lepidota Heckel, 1840)

(Békési et al. 1991; Azevedo et al. 1993; De-Albuquerque et al. 2010; Ramos et al. 2018).
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Bonar et al. (2006), relataram a presenca de esporozoitos com morfologia consistente
para 0 género Calyptospora sp., em pirarucus juvenis (Arapaima gigas Schinz, 1822),
importados do Brasil para os Estados Unidos.

Albuquerque e Brasil-Sato (2010), registraram Calyptospora sp. no figado e intestinos
da piaba-facdo (Triportheus guentheri Garman, 1890) e no intestino da piaba
(Tetragonopterus chalceusi Spix e Agassiz, 1829), assim como, Silva et al. (2012), relataram
0 agente em piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii VValenciennes, 1940). Recentemente a
espécie Calyptospora paranaidji (Da Silva et al., 2019) foi descrita em Cichla piquiti
(Kullander e Ferreira, 2006) oriundos do Rio Tocantins, na fronteira entre os estados do

Maranhdo e Tocantins (Silva et al. 2019).

3. Familia Hepatozoidae (Wenyon, 1926)

3.1. Hepatozoon (Miller, 1908)

A classificacdo taxonémica do género Hepatozoon se manteve incerta por muitos
anos, em grande parte por falta de informacdes acerca do desenvolvimento esporogdnico dos
protozoarios desse género. Até recentemente, devido & similaridade dos gamontes
intraeritrocitarios de Haemogregarina spp., Karyolysus spp. e Hepatozoon spp., estes
parasitos, junto com os demais, estavam agrupados numa Unica familia Haemogregarinidae.
No entanto, a considerdvel diversidade biologica exibida nos seus hospedeiros definitivos
(vetores) justificou a separacdo em familias distintas, dentro do filo Apicomplexa, tal fato
contribuiu para Wenyon (1926) removesse 0 género de Haemogregarinidae criando assim a
familia Hepatozoidae (Barta 2000, Davies & Johnston2000).

O critério mais aceito para a diferenciacdo entre o género Haemogregarina e

Hepatozoon € o desenvolvimento esporog6nico nos vetores invertebrados (Desser 1993). Em
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Haemogregarina os oocistos sdo menores e apresentam cerca de oito esporozoitos, enquanto
gue em Hepatozoon, 0s oocistos sao maiores e abrigam centenas de esporozoitos.

O género Hepatozoon é um dos mais importantes do filo Apicomplexa sendo descrito
em todos 0s grupos de vertebrados tetrapodes (Smith 1996). Desde a sua descrigdo original no
roedor, a lista de hospedeiros vertebrados para Hepatozoon foi estendido para incluir aves
(Hoare 1924), outras espécies de mamiferos (Wenyon 1926), crocodilianos (Hoare 1932),
lagartos (Robin 1936), cobras (Ball et al. 1967), queldnios (Michel 1973) e anuros (Desser et
al. 1995). Hepatozoon apresenta especial predilecdo por serpentes, onde se observa uma
quantidade maior de espécies do género (Smith 1996, Maia et al. 2016, Hrazdilova et al.
2021, Zechmeisterova et al. 2021).

O género Hepatozoon inclui 46 espécies de mamiferos, 19 de aves, 42 de anuros, 121
de serpentes, 74 de lagartos, uma de salamandra e seis de crocodilianos (Smith 1996).

Uma grande variedade de invertebrados também foi mostrada como vetores e
hospedeiros definitivos de Hepatozoon, incluindo carrapatos, acaros, percevejos reduvideos,
dipteros (Telford 1984), piolhos (Clark et al. 1973), pulgas (Krampitz 1982, Bennett e
Penzhorn 1992), e talvez sanguessugas (Smith 1996, Pess6a e Cavalheiro 1969ab).

Hepatozoon spp. séo, aparentemente, bem adaptados, causando pouca ou nenhuma
patologia a seus hospedeiros naturais (Telford, 1984). Apesar destes parasitos serem
considerados bem adaptados, em serpentes, infeccbes com altas parasitemias, podem
ocasionar quadros de anemia hemolitica (Mader 1996). Em hospedeiros ndo naturais, essa
infeccdo tem potencial de causar doengas inflamatdrias clinicamente significativas, dentre
elas: hepatite necrotizante, pancreatite e esplenite (Wosniak e Telford, 1991, Wosniak et al.,

1996).
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As espécies de Hepatozoon, por um periodo superior a 20 anos, foram descritas com
base nas analises morfoldgicas e morfométricas dos gamontes encontrados no sangue
periférico dos hospedeiros vertebrados (Smith 1996; Sloboda et al. 2007). No entanto, 0 uso
da morfologia pode ser limitado, uma vez que dependem dos estagios de vida e das
caracteristicas do parasito que podem ser indistinguiveis (Siddall 1995; Tellford 2009; Harris
et al. 2011; Perkins et al. 2011; Oliveira et al. 2018).

Estudos antigos consideravam que o género apresentava alta especificidade, de tal
forma que a presenca de Hepatozoon sp. em um determinado hospedeiro poderia ser fator
determinante para descricdo de novas espécies, independentemente de terem sido observados
em outros hospedeiros (Smith 1996, Sloboda et al. 2007).

O uso de técnicas moleculares, nos ultimos 15 anos, revolucionou a taxonomia do
grupo (Sloboda et al. 2007). No entanto, dependendo da escolha do marcador molecular,
alguns agrupamentos podem ser sustentados ou ndo e ainda gerar estimativas errbneas de
arvores filogenéticas mesmo que suportadas (Perkins et al. 2011). Assim, a taxonomia com o
uso combinado de informagcfes morfoldgicas e moleculares tem se tornado uma pratica
comum na sistematica atual, ajudando a desvendar lacunas existentes e a esclarecer as
relagdes filogenéticas dos parasitos do filo e de outros grupos taxonémicos, permitindo a
descricdo de dezenas de novas espécies de Hepatozoon (Ujvari et al. 2004; Morrison 2008;
Perkins et al. 2011; Maia et al. 2016; Hrazdilova et al. 2021; Zechmeisterova et al. 2021).

O gene ribossomal 18S (rRNA) continua a ser 0 marcador mais usado nas analises
filogenéticas das hemogregarinas e se mostra eficaz na descricio de Hepatozoon (Ungari et al.

2018; Hrazdilova et al. 2021).
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3.2. Ciclo de vida de Hepatozoon

O género Hepatozoon apresenta ciclo de vida heterdxeno, caracterizado pela
participacdo de invertebrados hematdfagos como vetores e hospedeiros definitivos, e de um
ou mais vertebrados como hospedeiros intermediarios (Smith 1996; Votypka et al. 2017).

O ciclo reprodutivo, do tipo gametogénese, ocorre no intestino ou hemocele de um
hospedeiro definitivo artropode hematdfago, seu desenvolvimento esporogdnico produz
esporozoitos que sdo transmitidos aos hospedeiros intermediarios vertebrados pela picada de
um vetor artrépode, este se conclui com a formacédo de oocictos polisporocisticos, ao passo
que o desenvolvimento do tipo merogbnico ocorre nos orgdos internos dos hospedeiros
vertebrados apds a ingestdo de artropodes infectados (Smith 1996; Mathew et al. 2000).

Quando o ciclo bioldgico evolve mais de um hospedeiro intermediério, os quais atuam
como hospedeiros paraténicos, formas infectantes quiescentes denominadas cistozoitos, sdo
comumente relatadas em anuros, lagartos e serpentes, o hospedeiro intermediario vertebrado
se torna infectado quando ingere 0s cistozoitos presentes no hospedeiro paraténico (Smith
1996; Paperna et al. 2004; Viana et al. 2012; Pereira et al. 2013).

Vérias espécies de hepatozoideos apresentam formas cisticas monozoicas ou diz6icos
(cistozoitos) em repteis, anuros e mamiferos (Johnson et al. 2008). A presenca de estagios
cisticos aumenta a complexidade do ciclo de vida e explora o comportamento alimentar de
hospedeiros vertebrados predadores (Smith 1996).

Nas espécies de Hepatozoon os esporozoitos sdo liberados no trato intestinal dos
vertebrados que os ingeriram, podendo invadir 6rgdos como pulmao, baco e figado, dando
inicio a fase assexuada (merogonia). Os merozoitos ao abandonarem as células das visceras
penetram nos eritrocitos e leucacitos, transformando-se em gametdcitos, em seguida sao

ingeridos pelo hospedeiro invertebrado, diferenciando-se em macro e microgametocitos, em
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seguida os gametas se associam em sizigia formando o zigoto que se desenvolve em oocisto
na parede externa do intestino ou na hemocele do vetor. Dentro do oocisto ocorre a
esporogonia com a formacéo de centenas de esporozoitos. O ciclo se completa quando o vetor
infectado com esporozoitos é ingerido pelo hospedeiro vertebrado (Fig. 4) (Desser 1993).

Em hospedeiros invertebrados (acaros, carrapatos, insetos, possivelmente
sanguessugas) podemos observar microgametas aflagelados, uniflagelados ou biflagelado;
esporogonia; sem esporocinetes; oocistos grandes, com numerosos esporocistos, cada um com
quatro a 16 ou mais esporozoitos, geralmente na hemocele daqueles hospedeiros (Davies &

Johnston2000).
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Figura 4 - Ciclo de vida do Hepatozoon catesbianae no anuro Rana catesbiana e no mosquito Culex
territans. A. Merontes localizados no figado ddo origem a merozoitos que penetram nos eritrdcitos. B.
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Merozoitos transformam-se em gametdcitos nos eritrocitos. C. Mosquitos ingerem gametdcitos. D.
Gametocitos saem dos eritrécitos no estbmago dos mosquitos e penetram nos tabulos de Malpighi. E.
Micro e macrogametocitos se juntam nas células dos tubulos de Malpighi. F. Formacdo de dois
microgametas biflagelados, um dos quais fecunda o macrogameta. G. O zigoto se expande formando
oocistos esféricos dentro dos tubos de Malpighi. H. Oocisto se segmenta formando varios
esporoblastos. 1. Esporoblastos se transformam em esporocistos. J. Esporocisto com quatro
esporozoitos. K. Sapos sdo infectados quando ingerem mosquitos contendo esporozoitos. L.
Esporozoitos entram nas células do parénquima hepéatico e se desenvolvem em merontes. Figura

adaptada de Desser et al. 1995.

3.3. Hepatozoon em Peixes

Apesar da falta de conhecimento da fase esporog6nica para muitas das espécies de
Hepatozoon, as quais permanecem caracterizadas por formas de gametdcitos nas células
sanguineas nos hospedeiros vertebrados, assim como o pouco conhecimento sobre os ciclos e
as formas de muitas espécies, mesmo as ainda consideradas validas, o género, ate a presente
data, foi proposto para abrigar espécies registradas em diversos hospedeiros exceto peixes
(Smith 1996).

Embora a presenca de cistos contendo Hepatozoon spp. seja provavelmente frequente
na natureza, com registros da ocorréncia para cdes (Baneth e Shkap 2003), roedores (Desser
1990; Laakkonen et al. 2001; Johnson et al. 2008; De Castro-Demoner et al. 2019), anuros
(Viana et al. 2012) e répteis (Lainson et al. 2003; Paperna e Lainson 2004), nenhum relato
dessas formas em peixes foi observado até o0 momento. Embora em peixes ndo tenha sido
registrado formas cisticas de hepatozooideos, em condi¢bes experimentais Pereira et al.
(2014) e Vianna et al. (2012), registraram cistos com cistozoitos em Metynnis sp. (pacu)
alimentados individualmente com fémeas de Culex. quinquefasciatus (Say, 1823) previamente

ingurgitadas (21-23 dias) com sangue de jacarés infectados com Hepatozoon caimani (Carini,
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1909). Assim, este estudo tem como objetivo registrar o ocorréncia de cistos com cistozoitos
de Hepatozoon sp. em peixes H. Aimara, capturados no Rio Fausino na Amaz6nia Oriental,

atraves de caracterizacdo morfologica, morfometrica, molecular e filogenética.
4. Familia Erythrinidae (Valenciennes, 1847)

Erythrinidae (Teleostei: Characiformes) é uma pequena familia de peixes neotropicais
de agua doce, endémica das Américas Central e do Sul. Estes peixes podem ser encontrados
em cOrregos, rios de diferentes tamanhos, lagos, reservatérios e regides de cachoeira, nesses
ambientes apresentam comportamento sedentario e de emboscada, utilizados para predarem
outros peixes (Oyakawa, 2003; Oyakawa & Mattox, 2009).

Ao contrario dos grandes peixes migratorios neotropicais, eles geralmente ndo séo
capazes de superar obstaculos como cachoeiras e grandes corredeiras (Oyakawa, 2003). No
entanto, alguns respiram fora da agua podendo se deslocar de um lago para outro em terra
(Prado et al. 2006). As espécies do grupo realizam fertilizacdo externa, construcdo de ninhos e
guarda de ovos, geralmente por machos (Prado et al. 2006).

Atualmente, essa familia consiste em 18 espécies distribuidas em trés géneros:
Erythrinus (Scopoli, 1777) (n = 2 espécies), Hoplerythrinus (Gill, 1895) (n = 3 espécies) e
Hoplias (Gill, 1903) (n = 13 espécies) (Oyakawa 2003, Sember et al. 2018). Erythrinus €é
composto por Erythrinus erythrinus (Bloch & Schneider, 1801) e Erythrinus kessleri
(Steindachner, 1877). Hoplerythrinus inclui: Hoplerythrinus cinereus (Gill, 1858),
Hoplerythrinus gronovii (Valenciennes, 1847) e Hoplerythrinus unitaeniatus (Spix &
Agassiz, 1829) (Froese e Pauly 2014). Hoplias é o género mais difundido na América do Sul,
composto por dois grandes grupos: Hoplias lacerdae (Miranda Ribeiro 1908) e Hoplias
malabaricus (Bloch, 1794), o primeiro grupo contendo seis espécies e 0 segundo € um caso

classico de espécies cripticas relacionadas a aspectos cromossémicos (Gemi et al. 2014).
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O numero de espécimes do grupo H. lacerdae em cole¢des ictioldgicas muito
aumentou nas Ultimas décadas, refletindo uma expansdo de sua distribuicdo geogréafica

conhecida em toda a América do Sul (Oyakawa 2003, Mattox et al. 2006).
4.1. Aspectos gerais sobre Hoplias (Gill, 1903)

Representantes de Hoplias sdo distribuidos em muitos sistemas hidrograficos da
América do Sul, sendo popularmente conhecidos como “trairas”, “trairdes” ou “lobos”
(Oyakawa et al. 2009).

O género Hoplias pode ser distinguido dentre os characiformes pela presenca de: (1)
contato entre o vomer e o parassendide por meio de interdigitacfes; (2) um mesetemdide com
uma projecdo anterior que separa 0 pré-maxilares contralaterais; (3) o contato das partes
anteriores de infraorbitais 2 e 5 com exclusdo de infraorbitais 3 e 4 do rebordo orbital; (4) a
extremidade posterior da maxila com grande projecdo ao longo de sua margem dorsal; (5) a
expansdo da regido mediana da coluna hemal do quinta vértebra; e (6) a auséncia do processo
ventral da terceira vértebra (Oyakawa 1998).

Hoplias lacerdae originalmente foi definido como um conjunto de espécies de trairas
de grande porte, em oposicdo trairas de menor porte que foram agrupadas como H.
malabaricus (Oyakawa et al. 2009).

As trairas gigantes (H. lacerdae) sdo agrupadas em cinco espécies (Fig. 5)
reconhecidas com base em seus aspectos meristicos e morfoldgicos, compreendidos por
Hoplias australis (Oyakawa & Mattox, 2009), Hoplias brasiliensis (Spix & Agassiz, 1829),
Hoplias curupira (Oyakawa & Mattox, 2009), Hoplias intermedius (Glinther, 1864) e Hoplias

lacerdae (Miranda Ribeiro, 1908) (Sassi et al. 2021).
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Figura 5 - Relag0es filogenéticas de trairas gigantes e sua distribuicdo na América do Sul. (A) Mapa
de distribuicdo de espécies gigantes de Hoplias (grupo H. lacerdae + H. aimara). Cada cor representa
uma espécie, como segue: amarelo, Hoplias australis; roxo, H. lacerdae; azul, H. brasiliensis;

vermelho, H. intermedius; verde, H. curupira; laranja, H. aimara.

Muitas espécies sdo importantes na pesca de subsisténcia e comercial em varias
regides do Brasil e outros paises da América do Sul (Goulding 1980). Hoplias lacerdae
possui caracteristicas desejaveis para a pesca esportiva (Andrade et al. 1998) e notavel
potencial para a aquicultura. Apresenta habito alimentar carnivoro, preferencialmente
ictiofago (Maciel et al. 2009).

Pompeu e Godinho (2001), ao analisarem o conteddo estomacal de Hoplias
malabaricus (Bloch, 1794) constataram a presenca de peixes, ninfas de Odonata e camardes.
Entre os peixes ingeridos, foram identificadas oito espécies: Lycengraulis sp.; Astyanax
bimaculatus (Linnaeus, 1758); Oligosarcus solitarius (Menezes, 1987); H. Malabaricus
(Bloch, 1874); Leporinus steindachneri (Eigenmann, 1907); Cyphocharax gilbert (Quoy e Ga

imard, 1824) e Crenicichla lacustris (Castelnau, 1855).
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Em estudo sobre a dieta de H. aimara na Guiana Francesa foi observada variagédo
ontogenética nos itens consumidos: enquanto nos individuos adultos verificou-se predominio
de consumo de peixes, assim como 0 consumo ocasional de anuros, caranguejos, iguanas e
aves, nos individuos juvenis foram registrados espécimes de Decapoda e outros invertebrados
(Horeau et al. 1998).

A dieta dos trairGes a base de peixes de pequeno porte, insetos e camardes, pelo menos
em uma fase do seu ciclo de vida, podem contribuir para a ocorréncia de parasitos do Filo
Apicomplexa nesses hospedeiros intermediarios.

O trairdo é um predador por exceléncia, que ataca uma variedade de peixes, criando
condicOes favoraveis para a permanéncia e disseminacdo de parasitos no meio ambiente
aquatico (Barros et al. 2007, Montenegro et al. 2013).

Eiras et al. (2012), levantaram a ocorréncia de Trypanosoma limae em trairGes (H.
lacerdae), como também a presenca de Apiosoma sp., Calyptospora sp., Ichthyophthirius
multifiliis, Trichodina sp., Trypanosoma macrodonis, Trypanosoma salae e Trypanosoma sp.

em trairas (H. malabaricus).

4.2. Hoplias aimara (Valenciennes, 1847)

Hoplias aimara é um peixe teledsteo predador da América do Sul (Meunier et al.
2015) que ocorrem em ambientes I6ticos, como pequenos a grandes rios e cachoeiras, até
aguas estritamente Iénticas, como lagos e reservatérios (Oyakawa & Mattox, 2009).

Individuos de H. aimara foram descritos no Brasil nos Rios Tocantins, Xingu,
Tapajos, Jari e Trombetas, nas drenagens costeiras das Guianas, Suriname e no estado Amapa,
Brasil, e também nas partes baixas do Rio Orinoco na Venezuela (Taphorn 1992, Planquette

et al. 1996, Mattox et al. 2006, Moreira et al. 2015).
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H. aimara pode atingir tamanho consideravel, at¢ um metro de comprimento
(Oyakawa & Mattox 2009), distinguindo-se das congéneres pela presenca de uma mancha
escura alongada verticalmente na por¢do mediana da membrana opercular e pelo tamanho
relativamente grande do olho (Fig. 6) e pela a auséncia do ectopterigdide acessorio (Fig. 7)

(Mattox et al. 2006).

Figura 6 - Hoplias aimara: (A) FMNH 109458, 46,9 mm SL; (B) MZUSP 87964, 355,3 mm SL.
Flecha indica mancha escura verticalmente alongada na membrana opercular. Oyakawa & Mattox
2009
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Figura 7 - Vista ventral da porcdo anterior direita do crénio e suspensorio de (A) Hoplias aimara,
MZUSP 41513, 107,4 mm SL e (B) H. malabaricus, MZUSP 47720, 146,8 mm SL. Abreviaturas: AC
ECT, ectopterigoide acessério; ECT, ectopterigdide; END, endopterigdide; MAX, maxila; PMX, pré-
maxila; VOM, vdmer. Oyakawa & Mattox 2009

As margens mediais dos dentarios contralaterais em H. aimara convergem
gradualmente em direcao a sinfise mandibular, resultando em margens em forma de “U” na
vista ventral (Figura 8 A), distinguindo-se das outras espécies de Hoplias que tém as margens
mediais de dentérios contralaterais convergindo mais abruptamente, em direcdo a sinfise

mandibular, resultando nas margens em “V” na vista ventral (Figura 8 B).

Figura 8 - Vista ventral da cabeca de (A) Hoplias aimara, MZUSP 21835, 136,3 mm SL e (B) H.
malabaricus, AMNH 74691, 167,2 mm SL. Oyakawa & Mattox 2009

Referéncias a cerca da importancia ecoldgica de H. aimara sdo escassas ou
inexistentes, a maioria das publicacBes refletem outras espécies do género. H. malabaricus,

possui um importante papel ecolégico na manutencdo de comunidades de outras espécies de
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peixes, de tal forma que em lagoas onde estes peixes foram excluidos, séo significativamente
mais percebidas as redugdes em riquezas de outras espécies (Beliene et al. 2014).

O trairdo apresentar carne de excelente qualidade, caracteristicas desejaveis a pesca
esportiva e bons resultados de crescimento quando em cultivo semi-intensivo, tais
caracteristicas vém despertando interesse entre produtores e pesquisadores em varias regides
brasileiras (Luz et al. 2000).

De acordo com Whipps et al. (2012), existem numerosas espécies de parasitos do Filo
Apicomplexa que infectam peixes e que possuem caracteristicas morfolégicas Unicas que
fornecem informacdes sobre a evolucdo deste importante grupo. Contudo, o conhecimento
sobre a biodiversidade destes agentes em peixes ainda é relativamente muito limitado, assim
como, a sua histéria evolutiva e suas relagbes filogenéticas, uma vez que existem
relativamente poucos dados moleculares disponiveis para esses organismos.

Portanto, considerando o enorme potencial econémico, social e ambiental de H.
aimara, popularmente conhecido como trairdo, investigou-se a presenca dos parasitos do Filo
Apicomplexa mediante caracterizacdo morfoldgica e molecular, com intuito de contribuir com

informac0es relevantes para conservacdo de exemplares de vida livre.

5. HIPOTESES

. Serdo encontrados parasitos do género Haemogregarina na circulagdo sanguinea de

Hoplias aimara, de rios do estuario amapaense;

. Serdo encontrados Hepatozoon sp. no figado de H. aimara, de rios do estuario

amapaense;
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6. OBJETIVOS

6.1. GERAL

. Descrever através da taxonomia integrativa microparasitos sanguineos e Hepatozoon

em Hoplias aimara do Rio Fausino, na Amazénia Oriental.

6.2. ESPECIFICOS

. Realizar a caracterizacdo morfoldgica, morfométrica e molecular de parasitos

sanguineos e Hepatozoon em H. aimara;

. Determinar as relagdes filogenéticas de parasitos sanguineos e Hepatozoon em H.

aimara;
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8. Capitulo 1

Hepatozoon PARASITES (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) IN FISHES Hoplias
aimara (CHARACIFORMES, ERYTHRINIDAE) FROM THE EASTERN AMAZON,

BRAZIL
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Abstract
This study reports the occurrence of parasites belonging to the Hepatozoon genus in fish (Hoplias

aimara) from the Eastern Amazon. Fish (n=54) were sampled from the Fausino River, located in the
Amapa National Forest (FLONA), in the state of Amapa, northern Brazil. Fresh liver preparations were
examined in the field between a slide and a cover slip under a light microscope. Cysts containing
Hepatozoon cystozoites were observed in the liver of 5 (9%) out of 54 H. aimara individuals. The cysts
were ovoid (mean dimensions 10.28 x 9.8 um), presenting up to four elongated cystozoites (mean
dimensions 11.04 x 1.68 um), containing 1 to 4 residual bodies of different sizes. A single liver sample
containing cysts was submitted to DNA extraction and PCR analyses based on a fragment of the 18S
rRNA gene. The sequencing revealed a 465bp fragment exhibiting 99% query coverage and 98.7%
identity with Hepatozoon caimani (MF322538 and MF322539), detected in caimans (Caiman yacare)
from Brazil. This is the first report of the occurrence of cysts containing Hepatozoon cystozoites in free-

living fishes.

Keywords: Floresta Nacional do Amapa, Paratenic hosts, Trophic transmission, 18S rRNA gene

Introduction
Parasites belonging to the Hepatozoon genus comprise protozoa from the Phylum Apicomplexa,

able to infect a wide variety of invertebrate and vertebrate hosts (Smith 1996). The life cycle of these
parasites can involve different hosts and transmission routes. One of the latter consist in the ingestion of
hematophagous arthropods (definitive hosts) containing sporulated oocysts by vertebrates (intermediate
hosts). A second route involves the ingestion of paratenic hosts (insectivorous/omnivorous vertebrates) by
predators. Paratenic hosts ingest infected vectors, leading to the formation of cysts containing infectious
cystozoites in various tissues. In predators, the parasites multiply in different viscera, culminating in the
appearance of gametocytes in the bloodstream (Landau et al. 1970; Landau et al. 1972).

Hoplias aimara (Valenciennes, 1846) is a teleost fish from South America (Meunier 2015),
popularly known as trahira, manjuma and wolf fish (Oyakawa and Mattox 2009). They occur in lotic
environments, such as small to large rivers and waterfalls, and strictly lentic waters, i.e., lakes and
reservoirs (Oyakawa and Mattox 2009). These fish display carnivorous feeding habits, preferably

ichthyophagous, based on small fish, insects and shrimp (Maciel 2009).
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Although the presence of cysts containing Hepatozoon spp. is probably frequent in nature, with
records for dogs (Baneth and Shkap 2003), rodents (Desser 1990; Laakkonen et al. 2001; Johnson et al.
2008; Castro-Demoner et al. 2019), anurans (Viana et al. 2012) and reptiles (Lainson et al. 2003; Paperna
and Lainson 2004), no report of these forms in fish is noted to date. Thus, this study aims to record the
occurrence of Hepatozoon sp. cystozoites in H. aimara fish from the Eastern Amazon, through
morphological, morphometric and molecular characterization, while also verifying of their phylogenetic

relationships.

Material and Methods
Trahiras were sampled from the Fausino River, located in the Amapa National Forest (FLONA),

in the state of Amapé (Fig. 1), Brazil (1°05'14.11"N, 51°29'06.016"W). The region is delimited by the
Araguari, Falsino and Mutum rivers, and located in the central region of the state of Amap4, covering
412,000 ha, comprising the Ferreira Gomes, Amapa and Tartarugalzinho municipalities (Branddo and
Silva 2009). FLONA's landscape is composed of well-preserved ‘terra firme’ (upland forests) and
floodplain ecosystems of significant biological importance (Benicio and Lima 2017). This region is also a
sustainable use area that currently houses a small traditional population that develops agricultural,

extractive and fishing activities (Brand&o and Silva 2009; Dos Santos et al., 2016).

51°45.000'W 51°21.000'W

1°13.800'N

W Sampling site

Legend

@ Sampling site

(& Municipalities
I +yorooraphy

Parna Tumucumaque Mountains

I Amaps Nationa Forest
I Amaps State Forest
B Amaps State

51°45.000'W 51°21.000'W

Fig. 1 Location of Hoplias aimara samples in the Amapéa National Forest, Fausino River.
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Samplings were carried out using nets, fishing rods and a rag. The animals were stunned by
direct spraying of a 100 mg L™! benzocaine-based aqueous solution (Honczaryk and Inoue 2010). A total
of 54 H. aimara individuals were collected, 11 in the first campaign (07-09/09/2019), 20 in the second
(20-22/09/2019), both performed during the dry season of the Fausino River, and 23 specimens in the
third (1-2/02/2020) campaign, during the flood period. After obtaining blood from the caudal artery, fish
were euthanized by medullary sectioning at the base of the occipital. Some of the fish carcasses were
fully used by traditional fishers and others sent to the Amapa Scientific and Technological Research
Institute (IEPA) for species identification.

Still in the field, fresh squash preparations of fragments of liver were examined under coverslips,
while another part was preserved in 96% ethanol for molecular assays. The blood slides were fixed with
absolute methanol for 3 min and stained with 10% Giemsa for 30 min (Hull and Camin 1960; Telford et
al. 2001). The slides were examined under a light microscope with magnifications of x400 and x1,000.
The parasitic forms were registered with a digital camera attached to a microscope (Trinocula DI-136T
Microscope with 5.1 MP Camera). Morphometry was performed using Image View® software.
Morphometric data was described in micrometers (um) and variables, such as the length, width and area
(um?) of parasites, were presented as means, followed by standard deviation and amplitude.

Total DNA was extracted from the liver samples of H. aimara (WAT-37) using the DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Valencia, CA), following the manufacturer’s protocol. The detection of
the DNA of the parasites by PCR (polymerase chain reaction) was performed using the Hep300 (5°-GTT

TCT GAC CTA TCA GCT TTC GAC G-3’) and Hep900 (5°-C AAA TCT AAG AAT TTC ACC TCT

GAC-3’) primers, which amplified a fragment of =~ 600 base pairs (bp) of the 18S rRNA gene for
sequencing and phylogenetic analysis (Ujvari et al. 2004). The PCR consisted of a pre-PCR step at 94 °C
for 3 min, followed by 45 cycles of 94 °C for 45 s, one cycle at 56 °C for 1 min, an extension at 72 °C for
40 s, and a final extension at 72 °C for 10 min. The amplicons were purified using Wizard® SV Gel and
the PCR Clean-Up System, according to the manufacturer's instructions. PCR products were sequenced
using the BigDye™ Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) and the ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using
Sanger methodology (Sanger et al. 1977).

One amplified sequence was edited and the consensus sequence was built using the BioEdit

software v7.2.5 (Hall 1999). The identity, query coverage and E-values were assessed by BLASTn tool
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(using default parameters), available in the NCBI GenBank database (available online:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al. 1990). The obtained sequence was aligned with
other sequences retrieved from GenBank using MAFFT software, version 7 (Katoh et al. 2019) producing
an alignment of 481 bp (including gaps). For Maximum likelihood (ML) inference, “best of fit” was
selected by the program jModelTest2 (version 2.1.6) on 11 XSEDE19, under the Akaike Information
Criterion (AIC) (Darriba et al. 2012). Tree was constructed with 1Q-TREE software (Trifinopoulos et al.
2016) with 1,000 bootstrap replicates. The phylogenetic tree edition and rooting (outgroup) were

performed using the Treegraph 2.0 beta software.

Results
The presence of cysts containing cystozoites was detected in 5 (9%) out of 54 H. aimara specimens

during the fresh livers assessments. The positive fish WAT-08 was caught during the first campaign,
WAT-27 during the second and WAT-37, 40 and 41 during the third. Samples WAT-8 and WAT-27,
collected during the dry season, and WAT-37, collected during the rainy season, were used for DNA
extraction. However, only WAT-37 presented good criteria for use in the amplification and construction
of the phylogenetic tree. The cysts were ovoid, containing up to four cystozoites, with 1 to 4 residual
bodies of different sizes (Fig. 2). The cysts measured 10.28 + 0.91 x 9.8 + 0.85 um, the cystozoites
displayed an elongated "banana" shape, 11.04 + 0.79 x 1.68 = 0.04 um sized, and the residual bodies were
4.81 + 0.93 x 4.24 + 0.99 pum in size. Length, width, area, means and standard deviations were obtained
from the measurement of 13 cysts containing Hepatozoon sp. (Table 1). Clusteres cysts in the hepatic
parenchyma, encapsulated and in the lumen of tubular structure was observed (Fig 2). It is noteworthy

that hepatozoid gametocytes were not found in H. aimara blood smears.
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Fig. 2 Living cysts of Hepatozoon sp. in squash preparations of liver from Hoplias aimara. A. Cysts
monozoic, dizoic and hexazoic cysts (one cystozoite in the latter is in a different focal plane). c:
cystozoite; R: residual body. Bar =10um.

Table 1. Morphometric characteristics of the Hepatozoon cystozoites cysts found in the trairdo (Hoplias
aimara) from Fausino River Basin, Amapa National Forest, Brazil. Measurements are presented as mean
+ standard deviation (SD) followed by range (maximum and minimum values).

Length (um) Width (um) Area (um>)

Cysts 10.19 £ 0.91 9.85+1.02 82.8+14.6
(11.88 - 8.76) (11.6 - 8.66) (110.06 - 66.6)

Cystozoites 10.9+1.08 1.71+091 154 +2.14
(12.78 -9.32) (1.89-1.27) (20.33-12.01)

Residual body 4.7+0.87 4.7+0.87 16.9 £5.53

(5.84 —2.88) (5.84 —2.88) (25.95-6.3)

Phylogenetic analysis based on a 481 pb alignment of the 18S rRNA gene inferred by the ML
method and TPM2+G evolutionary model showed the formation of a clade including the sequence
detected in the present study with Hepatozoon. caimani (Carini, 1909) detected in Caiman from Brazil,

supported by 56% of bootstrap (Fig. 3).
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Hepatozoon sp. host Trachylepis cristinae (MWO076449) - Yemen
Hepatozoon ophisauri host Pseudopus apodus (MN723845) - Iran
Hepatozoon sp. host Madagascarophis colubrinus (KM234647) - Madagascar
" @ — Hepatozoon sp. host Cerastes gasperettii (KX453637) - Oman
Hepatozoon griseisciuri host Sciurus carolinensis (MK452253) - Canada
Hepatozoon milleri host wild rodents (KU667308-09) - Brazil
Hepatozoon aegyplti host Spalerosophis diadema (MH198742) - Saudi Arabia
Hepatozoon ayorgbor host Python regius (EF157822) - Ghana
Hepatozoon sp. host Amblyomma rotundatum (MT733844) - Brazil
Hepatozoon sp. host Hoplias aimara (XXX) - Brazil
@ — Hepatozoon caimani host Caiman crocodilus yacare (MF322538) - Brazil
Hepatozoon caimani host Caiman crocodilus yacare (MF322539) - Brazil
53— Hepatozoon sp. host Amblyomma fimbratum from Varanus panoptes (EU430234) - Australia
;”_.{;C Hepatozoon sp. host Aponomma varanense (JQ670908) - Thailand
Hepatozoon sp. host Varanus salvator komaini (HM585212) - Thailand
63 Hepatozoon sp. host Spalerosophis dolichospilus (KJ408528) - Morocco
Hepatozoon carinicauda host Helicops angulatus (MT561455) - Brazil
Hepatozoon sp. host Eutrombicula alfreddugesi (MT733846) - Brazil
Hepatozoon ameivae host Ameiva ameiva (MN833641) - Brazil
7 Hepatozoon sp. host Pogona vitticeps (MT733848) - Brazil
w — Hepatozoon cuestensis host Crotalus durissus terrificus (MF497769-70) - Brazil
Hepatozoon cuestensis host Crotalus durissus terrificus (KC342524) - Brazil
Hepatozoon sp. host Philodryas patagoniensis (MN003357) - Uruguay
Hepatozoon musa host Philodryas nattereri (KX880079) - Brazil Hepatozoon musa
Hepatozoon sp. host Philodryas patagoniensis (MN003359) - Uruguay
5 Hepatozoon colubn host Zamenis longissimus (MN723844) - Iran
57 Hepatozoon fitzsimonsi host Kinixys zombensis (KR069084) - South Africa
Hepatozoon simidi host Rhinoclemmys melanosterna (MT75427 1) - Colombia
w— Hepatozoon massardii host Crotalus durissus terificus (KC342526) - Brazil
&3 — Hepatozoon cevapi host host Thamnodynastes lanei (MW241134-35) - Brazil
Hepatozoon cevapi host host Thamnodynastes lanei (MW241134-35) - Brazil
11 Hepatozoon involucrum host Hyperolius marmoratus (MG041591) - South Africa
o — Hepatozoon catesbianae host Rana catesbeiana (AF176837)
Hepatozoon clamatae host Rana clamitans (HQ224963) - South Africa
® Karyolysus sp. host Podarcis muralis (KJ461939) - Slovakia
Karyolysus sp. host Lacerta agilis (KJ461940) - Poland
Hepatozoon luiperdjie host Panthera pardus (MN793004)
L’“ 2{: Hepatozoon felis host Felis catus (AY620232) - Spain
81 Hepatozoon americanum (AF176836) - USA
0 — Hepatozoon canis host Pseudalopex gymnocercus (AY461376) - Brazil
Hepatozoon procyonis host Nasua nasua (MF685403) - Brazil
97 — Haemogregarina sp. host Pelusios subniger (KF257925) - Mozambique
' Haemogregarina stepanowi host Mauremys caspica (KF257926) - Iran
Dactylosoma ranarum host Rana esculenta (HQ224958)

99 Hepatozoon sp. host Tarentola boehmei (KU680429) - Morroco
Hepatozoon sp. host Mabuya wrightii (HQ292771) - Seychelles
a2
45
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Fig. 3 Phylogenetic tree based on an alignment of 481 bp fragment of hemogregarine 18S rRNA
sequences, using ML method and TPM2+G evolutionary model. Numbers at nodes correspond to
bootstrap. Accession numbers are indicated in the sequences. Sequence of Hepatozoon sp. detected in the
present study is highlighted in bold red. Haemogregrina spp. and Dactylosoma ranarum were used as
outgroups.

Discussion
This is the first record of a fish species naturally infected by Hepatozoon, where numerous cysts

containing cystozoites were found in the liver parenchyma of five H. aimara specimens. The findings
confirm the circulation of these parasites in these vertebrates, which probably behave as paratenic hosts in
the natural environment. The results of the phylogenetic analysis based on an 18S rRNA gene fragment
suggest the occurrence of a potential new Hepatozoon species, phylogenetically related to Hepatozoon

caimani (Pessoa et al. 1972).
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The host-parasite system formed by H. caimani, crocodilians and vector mosquitoes is one of the
most detailed, since parasite description by Carini, in 1909. In the Pantanal region, Culex (Melanoconion)
spp. has been identified as natural vectors of these parasites (Viana et al. 2010). Subsequently, the
transmission of the parasite to anurans (Rana catesbeiana) and fishes (Metynnis sp.) has been carried out
experimentally through the ingestion of mosquitoes that had undergone a blood meal from infected
caimans (Caiman yacare) by both anurans and fishes (Viana et al. 2012; Pereira et al. 2014). In both
studies, experimental infection of H. caimani in non-parasitized C. yacare was obtained through the
ingestion of the viscera of the aforementioned paratenic hosts.

Regarding the origin of the Hepatozoon infection recorded herein in H. aimara, some
considerations are possible. The direct ingestion of mosquitoes infected with Hepatozoon sp. by trahira
fingerlings in the wild is a likely hypothesis. Frequently, pregnant female mosquitoes, such as Culex
(Melanoconion) spp. die during or shortly after laying their eggs in shallow water collections. When they
fall to the surface of the water, they tend to move repeatedly, attracting predators such as insectivorous
and omnivorous fish. (Pereira et al. 2014). In a study on the diet of H. aimara fish in the French Guiana,
ontogenetic variations concerning consumed items were observed, where adults consumed mainly fish,
and juveniles feed on Decapoda and other invertebrates (Horeau et al. 1998). Another plausible route of
infection would be the ingestion of insectivorous fish and anurans, as well as the occasional consumption
of terrestrial items such as crabs, iguanas and birds (Horeau et al. 1998). Considering that Caiman
crocodilus (Linnaeus, 1758), Paleosuchus palpebrosus (Cuvier, 1807) and Paleosuchus trigonatus
(Schneider, 1801) (IEPA 2006) are recorded for the study region, future studies should be conducted
aiming at the morphological and molecular detection of Hepatozoon spp. in crocodilians, aiming to
identify the intermediate vertebrate host of this putative novel Hepatozoon sp.

This study comprises the first report of Hepatozoon in naturally infected free-living fish. Given
the importance of this contribution, further studies are required to identify intermediate and definitive
hosts and characterize the parasitic forms, thus allowing for the description of this potentially new

Hepatozoon species in crocodilians.
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CONCLUSOES

Serdo encontrados parasitos do género Haemogregarina na circulacdo sanguinea de

Hoplias aimara, de rios do estuario amapaense;

» Nao foram encontrados parasitos sanguineos em Hoplias aimara
Serdo encontrados Hepatozoon sp. no figado de H. aimara, de rios do estuario

amapaense,

» [Foram encontrados cistos com cistozoitos de uma possivel nova espécie de
Hepatozoon, sugerindo uma possivel funcdo de H. aimara como hospedeiro

paraténico deste parasito;

» As analises filogenéticas baseadas em rDNA mostraram que o Hepatozoon
encontrado em H. aimara apresentou similaridade elevada com sequéncias de
Hepatozoon caimani, parasito dos crocodilianos Caiman yacare e Caiman

crocodilus.
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Cronograma de atividades

# | Descricdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Caputara e coleta 08/2019 12/2020

Equipe

# | Nome Funcéo CPF Nacionalidade
1 [JAMILLE KARINA COELHO CORREA Colaborador 848.851.902-82 Brasileira

2 | Pedro Hugo Esteves da Silva Colaborador 552.257.642-15 Brasileira

3 | Fabiane Rocha de Paula Colaboradora 023.954.152-94 Brasileira
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podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 0702960220190822 Pagina 1/4



http://www.icmbio.gov.br/sisbio)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgédo da Biodiversidade - ICMBIio

Ic"mio' Sistema de Autorizagao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 70296-2 | Data da Emissédo: 22/08/2019 09:11:18 Data da Revalidag&o*: 30/07/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas deveré ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Nome: Wagner Amanajas Cardoso | CPF: 617.464.602-53

ll')i%goo O‘E’Pojgt[ol?' I@a{rasitos do Filo Apicomplexa nos peixes Arapaima gigas (Cuvier, 1817) e Hoplias lacerdae (Miranda Ribeiro, 1908) da
Amazonia Oriental: caracterizagdo morfolégica e molecular

Nome da Instituigdo: Fundagdo Universidade Federal do Amapa |CNPJ: 34.868.257/0001-81

Observacdes e ressalvas

1 A autorizagdo ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) do proprietério, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curso; 1) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o érgéo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; 111) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa
forem executadas em érea indispenséavel a seguranca nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em &guas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento Nacional da Produc&o Mineral, quando a pesquisa visar a exploragéo de depdsitos fossiliferos ou a extragéo de espécimes fosseis; VI) do 6rgéo gestor da

unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

2 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administracéo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedicdes, as condi¢des para realizagdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

3 O titular de autorizag&o ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violag&o da legislagéo vigente, ou quando da inadequagéo, omisséo ou
falsa descricéo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, poderd, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenca suspensa ou revogada pelo

ICMBIo, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢gdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugédo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizag&o do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

6 O titular de licenca ou autorizagéo e os membros da sua equipe deveréo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de popula¢6es do grupo

taxondmico de interesse em condi¢&o in situ.

7 Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgédo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservacéo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagéo

fundiaria encontra-se em curso.

8 Este documento néo dispensa o cumprimento da legislag&o que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e

na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Outras ressalvas

1 Na regido do Cinturdo Lacustre Oriental, no interior da Reserva Bioldgica do Lago Piratuba, os espécimes de Arapaima gigas REBIO do Lago Piratuba
deverdo ser coletados apenas com arpéo e no periodo de junho a novembro, em razéo de termo de compromisso assinado

com os moradores da Vila Sucuriju. Todas as carcagas de A. gigas deverdo ser aproveitas pelos pescadores cadastrados pelo

Instituto Chico Mendes.
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Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# | Descricéo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Floresta Nacional do Amapa AP Amazonia Nao Dentro de UC Federal

2 | Oiapoque Oiapoque-AP Amazobnia Nao Dentro de UC Estadual

3 | Ferreira Gomes Ferreira Gomes-AP Amazobnia Nao Dentro de UC Estadual

4 | Cutias co Araguari Cutias-AP Amazonia Néo Dentro de UC Estadual

5 | Mazagéo Mazagao-AP Amazonia Nao Dentro de UC Estadual

6 | Santana Santana-AP Amazonia Nao Dentro de UC Estadual

7 | Reserva Bioldgica do Lago Piratuba AP Amazodnia Né&o Dentro de UC Federal

8 | Tartarugalzinho Tartarugalzinho-AP Amazonia Né&o Dentro de UC Estadual

9 | Praculba Praculiba-AP Amazonia Nao Dentro de UC Estadual

Atividades X Téxons

# | Atividade Taxon Qtde.

1 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Hoplias lacerdae -

2 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Hoplias lacerdae 30

3 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Arapaima gigas -

4 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Arapaima gigas 30

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Amostras biol6gicas (Peixes) Fezes, Fragmento de tecido/6rgéo, Outras amostras
biolégicas(Figado), Sangue

2 | Método de captura/coleta (Peixes) Anzol e linha (op.manual):linha de méo,de
corso,carretilha,molinete,corrico,vara e isca viva, Arco e flecha, zagaia,
fisga e variacbes

Destino do material biolégico coletado

# | Nome local destino Tipo destino

1 | HELIXXA IMPORTACAO, EXPORTAGAO E SERVICOS Laboratorio

GENOMICOS LTDA

2 | Universidade Federal Rural da Amazonia Laboratorio

Este documento foi expedido com base na Instrugao Normativa n°® 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biol6gico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biol6gico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotacdo. O material bioldgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado & institui¢do cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecédo
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢8es Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugao Normativa n°® 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao
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Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 ACABSEB

A atividade de acesso ao Patrimbénio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

NUmero do cadastro: ACABSEB

Usuério: WAGNER AMANAJAS CARDOSO
CPF/CNPJ: 617.464.602-53

Objeto do Acesso: Patrimdnio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Hepatozoon Hepatozoon indeterminado

Titulo da Atividade: Parasitos do Filo Apicomplexa em Hoplias aimara (Valenciennes, 1847) de
vida livre da Amazdnia Oriental: caracterizagdo morfoldgica e molecular

Equipe

WAGNER AMANAJAS CARDOSO Unifap

Parceiras Nacionais

34.868.257/0001-81 / Fundagao Universidade Federal do Amapa

Data do Cadastro: 10/06/2021 13:19:15

Situacao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestédo do Patrimdnio Genético
Situacao cadastral conforme consulta ao SisGen em 2:55 de 20/08/2021.

v V SISTEMA NACIONAL DE GESTAD
DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIOMNAL

IANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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