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RESUMO

IWAMA, Rafael Eiji. Sanguessugas parasitas da ordem Rhyncobdellida
(Clitellata: Hirudinida) do territorio brasileiro. 2017. 133 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Biologicas, Zoologia — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2017.

Sanguessugas sao importantes componentes da comunidade de macroinvertebrados

bentbnicos, podendo ser parasitas ou predadoras. Apesar das propriedades
terapéuticas relacionadas a secrecdo salivar destes animais serem conhecidas por
milénios, pouca atencao taxondmica foi dada ao grupo, principalmente em regioes
como América do Sul, Africa e Asia. O objetivo deste trabalho foi de inventariar a
hirudofauna parasita da ordem Rhyncobdellida do territorio brasileiro e aplicar novas
técnicas de estudo taxonémico, que ndo sao recorrentes para 0 grupo. Além das
observacbes da morfologia interna e externa através de disseccdes e
esteomicroscopio, foi realizado o estudo do tegumento através de microscopia
eletrbnica de varredura e microtomografia computadorizada para o estudo anatdémico.
Foram encontradas 7 espécies validas e 7 espécies novas para a ciéncia. As
ocorréncias dos géneros Oligobdella e Placobdella sdo discutidas em detalhe e é
sugerida a criacao de dois novos géneros, para acomodar as espécies parasitas de
Glossiphoniidae bianuladas e trianuladas da América do Sul. O género Austrobdella

€ registrado pela primeira vez para o Atlantico Sul, na costa do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Hirudinea, sanguessugas, Rhyncobdella, Glossiphoniidae,
Austrobdella.



ABSTRACT

IWAMA, Rafael Eiji. Parasites leeches of the order Rhycobdellida from Brazil.
2017. 133 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas, Zoologia — Instituto de
Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

Leeches are important components of the macroinvertebrates community and they
have parasitic or predatory behavior. Although the therapeutic properties related to the
salivary secretion are known for thousands of years, little attention was given to
taxonomic studies, especially in South America, Africa and Asia. The present study
aims to explore the diversity of parasitic rhyncobdelid leeches in Brazil and apply new
technologies to the taxonomic study of this group. Besides the classic observation on
the internal and external morphology using dissection and a stereomicroscope,
Scanning Electron Microscopy and Microcomputed tomography were used to access
the fine structure of the tegument and the internal morphology, respectively. seven
known species and 7 species new to science were found. The occurrences of
Oligobdella and Placobdella are discussed and the description of two new genera is
suggested, to accommodate biannulate and triannulate parasitic glossiphonid species
from South America. The genus Austrobdella is reported for the first time to the

Southern Atlantic, from the coast of Rio de Janeiro.

Keywords: Hirudinea, leeches, Rhyncobdella, Glossiphoniidae, Austrobdella
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1. Introducéo

As sanguessugas sdo mais conhecidas como hematéfagas e chamam a
atencao humana desde o antigo Egito. Estes animais podem ser encontrados em
pinturas que datam por volta de 1567-1308 a.C (Whitaker et al., 2004). Desde entao,
muitas culturas tém descrito o poder medicinal das sanguessugas no tratamento de
diversas doencas. O procedimento, que ficou conhecido como “blood letting” - em que
hirudineos sao utilizados para drenar o acimulo de sangue em lesdes subcutaneas -
ganhou atencdo especial e influenciou diversas personalidades que tiveram
importante papel no desenvolvimento da medicina moderna, tais como Galeno,
Alexandre de Tales, Avicenna e muitos outros (Whitaker et al., 2004). Apesar do uso
destes parasitas em tratamentos meédicos ter diminuido substancialmente a partir do
século XIX, devido ao avanco da medicina moderna, eles continuam sendo usados
em transplantes de tecidos, reimplantacdo de partes amputadas e remocao de
sangue estagnado (Elliot & Kutschera, 2011). Muitas propriedades séo atribuidas a
secrecdo salivar dos hirudineos, tais como atividades anti-inflamatoria,
vasodilatadora, anestésica e antibidtica (Vera, 2005), porém, a mais explorada € a
propriedade anticoagulante, que ja foi descrita para varios taxons (Faria et al., 1999;
Salzet, 2001). Além do uso médico e farmacéutico, as sanguessugas sdo importantes
modelos em estudos neurolégicos devido ao longo tamanho dos neurénios presentes
no cordao nervoso ventral (Elliot & Kutschera, 2011) e podem ser utilizados como
bioindicadores de qualidade de agua em lagos, riachos e rios (Koperski, 2005).
Apesar da importancia histérica, ecolégica e farmacéutica, ha poucos estudos sobre
a diversidade de sanguessugas, especialmente na regido neotropical.

As relacdes filogenéticas entre Hirudinea e outros clitelados tém sido
estudadas por diversos autores, utilizando diferentes estratégias (e.g. Gelder &
Siddall, 2001; Martin, 2001; Oceguera-Figueroa et al., 2016; Purschke et al., 1993;
Siddall et al., 2001). A monofilia de Clitellata é bem suportada, tanto por dados
morfoldgicos, quanto moleculares. Contudo, as rela¢cdes dentro dos grandes grupos
de Hirudinea (Branchiobdellida, Acanthobdellida e Euhirudinea) continuam incertas,
ja que ndo ha concordéancia entre as analises acerca do grupo irméo de Euhirudinea.

Euhirudinea é classicamente dividida em dois taxons, como indicado por varios
autores (e.g. Pinto, 1923; Ringuelet, 1985; Sawyer, 1986; Weber, 1915). Membros da



ordem Rhyncobdellida sdo sanguessugas cujo parasitismo ocorre pela penetragéo de
uma faringe protraivel. J& em sanguessugas pertencentes a ordem Arhyncobdellida,
ha um aparato mastigatério ou a perda completa da faringe. No entanto, esta
classificacdo mostrou-se invalida com o advento da cladistica. Apakupakul et al.
(1999) mostraram que a presenca de faringe protraivel € um caractere plesiomoérfico,
resultando na parafilia de Rhyncobdellida, resultado também obtido por outros
autores, em estudos posteriores (Borda & Siddall, 2004). Apesar disto, os taxons
pertencentes a Rhyncobdellida (Glossiphoniidae, Piscicolidae e Ozobrachidae) séao
monofiléticos, de acordo com analises recentes (Apakupakul et al., 1999; Borda &
Siddall, 2004; Siddall et al., 2001; Siddall et al., 2005).

A diversidade de sanguessugas conhecidas é razoavelmente bem distribuida
pelo globo. De acordo com Sket e Trontelj (2008), ha aproximadamente 680 espécies
descritas, a maioria para aguas continentais, e para a regiao paleartica, que € seguida

em numero de espécies pela regido neotropical.

1.1. Morfologia béasica

1.1.1. Sensilas, papilas e tubérculos

A ornamentacdo do tegumento das sanguessugas é um importante caractere
taxondémico, principalmente em grupos que apresentam uma alta complexidade na
distribuicdo destes ornamentos. Em algumas espécies, esta ornamentacdo pode
apresentar padrbes metaméricos, que podem ser utilizados como referéncia para a
determinacao da anulacdo, como em membros de diversas espécies de Haementeria
Filippi, 1849 (figura 1). Apesar de serem conhecidas mais estruturas ornamentais em
sanguessugas, as duas principais séo as sensilas e os tubérculos.

As sensilas sdo 0Orgdos sensoriais que podem ser utlizados para a
determinacao dos anéis a2, onde também esta o ganglio do corddo nervoso ventral.
H& muita confusdo em relacdo a estes 6rgaos na literatura, Souza (1978) e Schlenz
(1971) descreveram-nos como estruturas com certa elevagéo conica, contrariando a
maior parte da literatura (ex. Sawyer, 1986). Esta confusdo pode estar associada ao
uso da expresséo “papilas segmentares”, usada por Pinto (1923). Apesar de néo
deixar claro a natureza da estrutura estudada, Pinto (1923) relatou que estes 6rgaos
sdo extremamente inconspicuos. Derosa e Friesen (1981) forneceram um estudo

sistematico da morfologia das sensilas em Hirudo medicinalis, por meio de micrografia



eletronica de transmissdo. Segundo os autores, as sensilas podem ser percebidas
como regides mais claras do tegumento, que apresentam cilios, mas ndo ha mencéo
a qualquer elevacao perceptivel sob estereomicroscopio. Estas sensilas podem, no
entanto, variar de formato dependendo da regido onde se encontram. Como
demonstrou Elliott (1987), as sensilas localizadas proximas aos labios da ventosa oral
diferem em tamanho, distribuicdo e comprimento dos cilios.

Os tubérculos ou papilas, por outro lado, apresentam elevacéo conica e podem
apresentar seus proprios padrées de distribuicdo. Em membros de Haementeria, é
possivel determinar certos padrées metaméricos na distribui¢cdo dos tubérculos, como
mostrou Souza (1978). Contudo, a morfologia dos tubérculos nunca foi estudada
detalhadamente por meio de técnicas de microscopia eletrbnica e estes Orgaos
podem facilmente ser confundidos com os 6rgdos de Lang, que sdo caracteres
restritos aos anéis a2 de sanguessugas do género Haementeria (Oceguera-Figueroa,
2012).

Figura 1. Ornamentagdo do tegumento de Haementeria lutzi, vista dorsal. L: Org&o de Lang.

T: Tubérculo.
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Fonte: proprio autor

1.1.2. Segmentacéao e anéis externos

Diferentemente dos outros Annelida, as sanguessugas possuem um numero
fixo de segmentos. Membros do grupo Euhirudinea possuem um total de 32
segmentos metaméricos, sendo que 0s cinco primeiros e ultimos segmentos formam

as ventosas anterior e posterior, respectivamente (Davies & Govedich, 2001). Cada



segmento se encontra externamente dividido em um nimero variavel de anéis, sendo
este numero um caractere de extrema importancia para a taxonomia de hirudineos.

Gratiolet (1862) foi o primeiro autor a reconhecer o padrdo metameérico de
distribuicdo dos anéis como um importante caractere taxonémico e definiu o limite
anterior do segmento como sendo o anel portador de papilas segmentares (Whitman,
1886), um conceito divergente daquele tradicional em sanguessugas, mais conhecido
como Castle-Moore (Castle, 1900; Moore, 1899; 1900; Sawyer, 1986;).

Castle (1900) e Moore (1899, 1900), a partir da analise cuidadosa do padréao
de anulacdo de sanguessugas bianuladas, concluiram independentemente que o
padrédo basico de anulagdo em Euhirudinea séo trés anéis por segmento e que 0s
distintos padr6es metaméricos encontrados sédo derivados deste basico. Os autores
também propuseram que o anel portador de papilas segmentares, cuja localizacéo
coincide com a dos ganglios metaméricos do cordao nervoso ventral, correspondia
aquele localizado no meio do metamero, portanto, o segundo anel.

Baseado nesta proposicdo, Moore (1899) introduziu uma nomenclatura que
indica a origem dos anéis. Os trés anéis primarios sdo chamados de al, a2 e a3. Os
anéis secundarios (derivados diretamente dos anéis primarios) recebem a conotacao
bl, b2, b3, b4, b5 e b6, onde cada anel, d4 origem a, no méaximo, dois derivados. A
figura 2a ilustra o sistema proposto por Moore (1899) e demonstra como é possivel
estabelecer o anel primario de origem de cada anel derivado. Apesar de Util, a
conotacdo Castle-Moore nao é totalmente adequada para representar a anelacao de
sanguessugas, ja que € comum gue espécimes apresentem padrfes de anelacao que
nao sao consistentes ao redor de toda a circunferéncia do corpo, como mostra a figura
2D. Nestes casos, € preciso utilizar a conotacdo dos anéis primarios para fazer

referéncia ao conjunto de anéis derivados de tal anel primario.



Figura 2. Relacdo entre anéis primarios e seus derivados. A. esquema da relagdo entre anéis
primarios, secundarios e terciarios. B. somito composto por trés anéis primarios, tipico de
membros de Helobdella. C. somito composto por seis anéis secundarios de exemplares de
Helobdella diploides. D. somito composto por cinco anéis de exemplares de Haementeria,
guatro anéis secundarios derivados de al e a3, a2 néo dividido.

A
d1
_ B
W —L o
d3
Ny —c2 da al ( )al
ds
— C3 dé a2( )aZ
b2 L c4 g; a3( )a3
do C
b3 —© B d10 ; -
dn 1 !
L6 12 a _[g %bz
b3
a2 d13 a2— o ) ba
—< d14 3¢ ) b5
b4 — . di1s @ _[( ) b6
— di16 5
9 —E di17
—C b1
e B )
a d21 bs
3
—t—{ EREC D v
b6 — d23
_dZ_E d24

Fonte: proprio autor

1.1.3. Trato digestivo e glandulas salivares

O aparato digestivo da sanguessugas € divido em trés regides principais: tratos
digestivos anterior e médio, e intestino. A porcao anterior do trato digestivo das
sanguessugas € formada pelo aparato bucal (mandibulas ou estiletes de quitina), a
faringe (que pode ser protraivel, ou ndo), o complexo salivar e o es6fago. O complexo
salivar tem extrema importancia taxondmica e pode ser formado por glandulas
salivares difusas ou compactas, e por 6rgados esofagicos, que possuem bactérias
endossimbiontes. A porcdo imediatamente apos o eséfago, que pode ser reduzida em
alguns grupos, forma a regido mediana do aparato digestivo. Esta regido e
normalmente formada por cecos gastricos (figura 3), mas podem estar ausentes em
alguns taxons. Esta regido do aparato digestivo é responsavel pelo armazenamento
de alimento, especialmente em espécies parasitas. No segmento XIX, encontra-se o

altimo par de cecos gastricos, que pode apresentar um trajeto descendente. E no
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intestino que a digestao e a absorcgéo de nutrientes ocorrem. Esta regidao compreende
dos segmentos seguintes ao Ultimo par de cecos géastricos até o reto, apresentando,

normalmente, quatro pares de cecos intestinais.

1.1.4. Sistema reprodutor

Os sistemas reprodutores masculino e feminino tém grande importancia na
taxonomia de sanguessugas. Alguns autores, como Sawyer (1986) e Richardison
(1969a) destacaram esta importancia, especialmente para os hirudiniformes.

As sanguessugas sao hermafroditas, portanto os individuos apresentam
orgaos reprodutivos masculino e feminino (figura 3). O sistema masculino pode ser
dividido em duas regides. A regido anterior € formada pelo atrio (bursa) e pelos ductos
ejaculatorios, e a regido posterior € composta pelos sacos testiculares, vasos
aferentes e deferentes. O numero de sacos testiculares, o formato dos ductos
ejaculatérios e a presenca ou auséncia de um o6rgao copulatério especializado sao
caracteres importantes. Os ovarios sdo pouco utilizados como caractere taxondémico,
ja que apresentam grande variacao morfologica, dependendo do estagio reprodutivo

em que o individuo se encontra.

1.2. Diversidade de sanguessugas

Segundo Christoffersen (2009), ha 139 espécies de sanguessugas descritas
para o continente sul-americano e a taxa de endemicidade chega a quase 90%.
Contudo, Christoffersen (2007, 2008, 2009) nao incluiu em suas listas muitas
espécies que foram sinonimizadas por Ringuelet ao longo de sua carreira, mas cujas
sinonimias sdo duvidosas, por ndo haver evidéncias de que o autor tenha consultado

o material tipo dos taxons considerados sinbnimos.



Figura 3. Esquema da morfologia interna de Helobdella buzz. Estdo representados nesta
figura os principais componentes dos sistemas reprodutores masculino, feminino e do sistema
digestivo. A: &trio; CG: Cecos gastricos; DE: ductos ejaculatérios; DS: ductos salivares; F:
faringe; G: ganglios nervosos; GD: glandulas salivares compactas; Ov: ovarios; ST: sacos

testiculares.
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Fonte: modificado de Iwama, Nogueira e Gongalves (2017)



1.2.1. Predadores de agua doce

O habito alimentar predatoério pode ser encontrado em pelo menos quatro dos
grandes tdxons de sanguessugas e tem origem independente em cada grupo (Borda
& Siddall, 2004). O grupo predador mais importante da América do Sul é o género
Helobdella Blanchard, 1896 (Glossiphoniidae), que sao conhecidos por se
alimentarem de gastropodes e larvas de insetos, utilizando um tipo de predacao
chamado liquidossomatofagia (Consoli et al., 1984; Guimaraes et al., 1984; Sawyer,
1986). Este comportamento alimentar € caracterizado pela succdo dos fluidos
corporais, que normalmente resulta na morte da presa (Sawyer, 1986). Como muitas
outras sanguessugas de agua doce, membros deste género estdo altamente
associados a raizes de macrofitas. Takeda et al. (2003) apontaram as sanguessugas
como um dos taxons mais abundantes em associacdo com plantas de agua doce, 0
gue indica sua alta importancia na composicdo da comunidade. Outro tipo de
predacdo em hirudinea é o habito macréfago, que esta presente em Arhyncobdellida,
ocorrendo em sanguessugas de agua doce, anfibias e terrestres; neste caso, as
presas sdo engolidas inteiras (Sawyer, 1986). Os principais grupos macréfagos
presentes no territdrio sul-americano sdo Americobdellidae, Cylicobdellidae (terrestre)

e Semiscolecidae.

1.2.2. Predadores terrestres

Vérias linhagens desenvolveram a capacidade de viver em ambientes
terrestres como o0 solo ou em associacdo com plantas e rochas proximas a
cachoeiras, lagos e rios. O género terrestre Cylicobdella Grube, 1871 é registrado em
guase todo o territério brasileiro (Chirstoffersen, 2008). Apesar das relacdes entre
este género e outros Arhyncobdellida terem sido pouco estudadas, as analises mais
recentes indicam que o grupo pertence a linhagem dos hirudiniformes (Borda &
Siddall, 2004). Outra linhagem terrestre/anfibia presente na América do Sul é
Americobdellidae, composta apenas por um representante, que tem sua posicao
filogenética mal definida (Borda & Siddall, 2004; Nakano et al., 2011; Oceguera-
Figueroa et al., 2011).



1.2.3. Parasitas de agua doce

Sanguessugas parasitas normalmente chamam mais atencdo do publico,
devido ao seu comportamento apelativo. No Brasil, € comum sanguessugas de agua
doce se fixarem eventualmente em humanos, durante atividades diarias e de lazer. A
comunidade cientifica também apresenta este viés no interesse cientifico acerca dos
hirudineos, de maneira que os grupos predadores sdo menos estudados. Como o
ancestral de Hirudinea é apontado como sendo parasita, houve uma grande
diversificacdo deste hébito e a maioria dos taxons apresenta uma ampla variedade
de hospedeiros, atacando vertebrados de todos os grupos (Brites & Rantin, 2004;
Graham & Borda, 2010; Lemos et al., 2007; Ringuelet, 1985; Sawyer, 1986; Tuggle,
1986).

Membros de espécies pertencentes ao género Haementeria estao presentes
em todo o continente americano. Estes animais séo facilmente caracterizados, pela
presenca de um ou dois pares de glandulas conectadas ao es6fago, os 6rgaos
esofagicos. Estes 0rgdos extremamente especializados possuem bactérias
simbiontes, que sdo capazes de produzir muitos componentes salivares (Sawyer,
1986). Apesar do género Placobdella Blanchard, 1893 ter sido registrado no
continente (ver Chirstoffersen, 2007; Ringuelet, 1985), acredita-se que estes registros
sejam fruto de erros de identificacdo, ja que as descricdes das espécies mencionam
pelo menos um par de 6rgdos esofagicos esféricos, o que € caracteristico de
Haementeria. Oceguera-Figueroa et al. (2012) diferenciaram a morfologia dos 6rgaos
esofagicos em exemplares de Placobdella e Haementeria pelo formato e tipo de
conexdo com o esdfago. Em membros de Haementeria, as glandulas sé&o
regularmente esféricas e conectadas ao esbéfago por ductos finos, enquanto nos de
Placobdella, elas séo saculiformes e se encontram aderidos diretamente ao es6fago.
Entretanto, a maioria das descricfes de espécies da América do Sul colocadas na
subfamilia Glossiphoniinae e no género Placobdella possuem varios caracteres
considerados tipicos de Haementeria e é provavel que futuras andlises
molecularesindiguem que um posicionamento filogenético muito proximo de
Haementeria (Haementerinae)..

Oceguera-Figueroa (2012) também ofereceu um grande avango sobre o
género Oligobdella Moore, 1918. Membros deste género sédo caracterizados por

apresentarem segmentos do meio do corpo compostos por apenas dois anéis. O autor



utilizou duas espécies deste género em suas analises filogenéticas e concluiu que a
espécie tipo, O. biannulata (Moore, 1900), pertence ao género Placobdella
(Glossiphoniinae), enquanto O. brasiliensis pertence a subfamilia Haementerinae.
Outro importante grupo de sanguessugas parasitas presente no continente é
formado pelos membros do genéro Oxyptychus Grube, 1851, pertencente a familia
Macrobdellidae, cujos exemplares sao frequentemente registrados como parasitas de

anfibios e mamiferos.

1.2.4. Parasitas marinhos

Dentro de Euhirudinea, dois grupos ocupam ambientes marinhos:
Ozobranchidae e Piscicolidae e varias andlises filogenéticas indicam que sdo grupos
irmaos (Apakupakul et al., 1999; Borda & Siddall, 2004; Martin, 2001; Williams &
Burreson, 2006). Enquanto membros da familia Ozobranchidae sdo especializados
em parasitar tartarugas marinhas e outros quelbnios, Piscicolideos sao
frequentemente encontrados em peixes cartilaginosos e 6sseos (Williams & Burreson,
2006).

Dentre os Piscicolideos, h4 variacdo em relacdo a especificidade de
hospedeiros, dependendo da linhagem a qual a sanguessuga pertence. Membros da
maioria das espécies voltam ao substrato e se fixam em um hospedeiro diferente a
cada comportamento parasita (Sawyer, 1986). Contudo, os animais da subfamilia
Platybdellinae apresentam uma forte relacao especifica com seu hospedeiro, ja que
permanecem fixos a maior parte da vida em um unico individuo (Sawyer,1986).

Ha somente 17 espécies de hirudineos marinhos registrados para o continente
sul-americano (Christoffersen, 2008). Este niumero € extremamente subestimado
devido a falta de especialistas no grupo e a algumas dificuldades no processo de
coleta e fixacdo. Segundo Schlenz (1971), a maioria dos pesquisadores ndo possui
conhecimento dos processos de anestesia e fixacdo de Hirudinea. Assim, embora
muitos espécimes coletados ocasionalmente sejam depositados em colecdes, eles
ndo se encontram em bom estado de fixagdo para estudos morfolégicos,

impossibilitando a identificacdo e descricdo destes exemplares.
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1.3. Problemas taxonémicos
1.3.1. Sinonimias atribuidas por Raul A. Ringuelet

Raul A. Ringuelet foi, provavelmente, o mais influente taxonomista especialista
em Hirudinea da América do Sul, com quase 40 espécies descritas (Sket & Trontelj,
2008). Apesar da qualidade memoravel dos seus trabalhos, o autor determinou muitas
sinonimias sem o estudo de exemplares tipo, ou, se os estudou, ndo o indicou nos
artigos (Ringuelet, 1972a, 1972b, 1980, 1985). O principio adotado por Ringuelet
gerou grande confusao na taxonomia de sanguessugas, uma vez que as descrigdes
de espécies séo pobres, ndo contemplando diversos caracteres diagndsticos. Autores
recentes nao consideram muitas sinonimias atribuidas por Ringuelet, como
Christoffersen (2007, 2008, 2009). Contudo, este critério ndo é consistente entre
todas as espécies listadas por diferentes autores. Como resultado, ha uma variacao
muito ampla em relacdo ao nimero de espécies validas atribuidas a América do Sul

dependendo do autor que realiza a contagem.

1.3.2. Auséncia de espécimes tipo

Muitos taxons registrados para a América do Sul foram descritos sem qualquer
atribuicdo de material tipo. Bons exemplos séo as espécies do género Trachybdella
Pinto, 1920b, que aparentemente é amplamente distribuido pelo continente, mas
Pinto ndo designou material tipo.

Outros exemplos sdo Ozobranchus marcusi Schlenz, 1971 e Branchellion
carvalhoi Schlenz, 1971, ambas descritas em detalhes pormenorizados, mas tais
descricbes nunca foram publicadas formalmente, ou tiveram material tipo associado

a elas.

1.3.3. Descricdes pouco detalhadas

A maioria das descricdes de espécies com registro para a América do Sul ainda
possui descri¢cdes curtas e pouco detalhadas, ndo mencionando diversos caracteres
de importancia taxondmica. As espécies descritas anteriormente aos trabalhos de
Raul A. Ringuelet (que compreende o periodo entre as décadas de 1940-1980)
possuem descri¢Oes gerais e pouco claras, e poucas redescricdes completas dessas

espécies foram produzidas. Um exemplo destas descrigdes pouco detalhadas sdo os
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trabalhos de Avida-Goulart (1963, 1967), acerca dos hirudineos do Estado de S&o
Paulo, em que o autor fornece pequenas diagnoses contemplando apenas aspectos
da morfologia externa.

De fato, a morfologia interna dos hirudineos foi pouco explorada pela maioria
dos principais autores que estudaram estes animais na Ameérica do Sul. Weber
(1915), em sua monografia dos hirudineos sul-americanos, utiliza poucos caracteres
anatbmicos, assim como também fez Pinto (1923). As espécies de Helobdella talvez
sejam aquelas que melhor representam as descricfes pouco informativas, ja que se
trata de animais de tamanho reduzido (variam entre 5-15 mm de comprimento) e de
dificil disseccao.

Tentativas de aprimorar descricfes de sanguessugas foram feitas por Schlenz
(1971) e Souza (1978). As autoras utilizaram técnicas histolégicas para a descricao
detalhada de diversas espécies de sanguessugas marinhas e membros do género
Haementeria, respectivamente.

Os primeiros trabalhos em periddicos cientificos nos quais a microtomografia
computadorizada (UCT) foi utilizada para acessar a morfologia interna de hirudineos
foram publicados em 2016. Em Tessler et al. (2016) e Iwama e Arruda (2016), novas
espécies foram descritas utilizando uCT, para descrever ou confirmar descricdes de

estruturas que seriam dificilmente observadas com dissec¢cdes manuais.

1.3.4. Problemas de nomenclatura

Muitas das estruturas analisadas sofrem com uma grande variacdo entre 0s
autores acerca da nomenclatura utilizada. Particularmente, a morfologia externa sofre
mais com este problema na literatura brasileira. Em Pinto (1923), por exemplo, as
papilas segmentares sao descritas como 6rgados sensoriais nao protuberantes. Ja
Souza (1978), utilizou 0 mesmo nome para descrever 6rgaos protuberantes, que se
encontram em localizac&do equivalente aos 6rgdos de Lang, tipicos de Haementeria,

grupo abordado pela autora.
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1.4. Micro-tomografia computadorizada (UCT)

Considerando os problemas da taxonomia de hirudineos na América do Sul e
buscando novos caracteres para diferenciar os membros de espécies diferentes, uma
das abordagens tomadas neste estudo foi a utilizagdo da micro-tomografia

computadorizada, cujos principios serao tratados a seguir.

Figura 4. Etapas envolvidas no estudo morfolégico de organismos de corpo mole com o
método de pCT.

- Escolha do métode - Escolha do equipamento
- Escolha da regido de estudo

- Escolha do softaware
Analise - tratamentos dos dados:

segmentagéo, morfometria
- Escolha da midia:

Comunicagéo fotos, videos, esquemas 3D
- Escolha do meio de comunigéo:

PDFs, base de dados online, etc.

Fonte: proprio autor

1.4.1. Componentes dos microtomoégrafos atuais

Todo tomografo consiste de trés elementos basicos (figura 5) (Schambach et
al., 2010). A fonte de raios X, o detector e a base, que sustenta o objeto a ser
estudado. A fonte gera um feixe de raios X que passa pelo objeto e, ao final, é
recebido pelo detector. Apesar de formado pelos mesmos componentes, ha dois tipos
de configuracdo de microtomografos disponiveis no mercado (Schambach et al.,
2010). No primeiro tipo de configuracao (figura 5a) a base é fixa e o sistema fonte-
detector gira em torno do objeto escaneado, ndo sendo possivel alterar a distancia do
objeto em relacéo a fonte e ao detector, o que limita a qualidade final da imagem. A
segunda configuracdo de microtomégrafos (figura 5b) permite que esta distancia seja
alterada, uma vez que o sistema fonte-detector é fixo, mas a base € movel e possui
rotacéo sob seu proprio eixo, possibilitando aproximar ou distanciar o objeto da fonte,
ou do detector.
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Figura 5. Esquema representativo das duas configuragfes de microtomdgrafos disponiveis
no mercado. A. Microtomografo de base fixa, em que h& apenas a rotagédo do sistema fonte-
detector ao redor do objeto. B. Microtomégrafo de base mdével, em que a h4 a movimentacao

do objeto ao redor de si mesmo e em direcdo a fonte, ou ao detector.

Fonte ——’—"—I
oete \@
Detector

T T —

Fonte: modificado de Schambach et al. (2010)

Rotacéo
oedeloy

1.4.2. Métodos de contraste

Para que haja uma atenuacdo diferenciada de raios X entre tecidos moles
capaz de gerar contraste suficiente para sua descriminacdo na imagem final da
tomografia, € necessario 0 uso de compostos especificos, com nlimeros atémicos
altos. Estes compostos se ligam ao tecido e aumentam a atenuacdo de raios X de
forma diferenciada, ja que a afinidade de cada composto € especifica por um
determinado tecido (Descamps et al., 2014). Elementos capazes de gerar bons
resultados em tecidos bioldégicos possuem nuamero atdbmico que varia de 67-83
(Mizutani & Suzuki, 2012).

Além disso, dois critérios fazem de um composto um bom agente de contraste.
O mais importante deles é a possibilidade de aplicacdo em espécimes completos por
submersao total, sem a necessidade de qualquer preparacdo especifica ou seccao
do material. O segundo critério é relativo a penetracdo do agente de contraste no
tecido, que deve se infiltrar facilmente através de camadas grossas de tecido biolégico
(Peterson et al., 2014).

Portanto, os melhores candidatos para o aumento do contraste em amostras

biologicas de tecido exclusivamente mole sdo o iodo inorganico, é6smio, tungsténio,
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ouro e prata. Os mais comumente empregados séo o lugol (iodo inorganico), o nitrato
de 6smio e o &cido fosfotlngstico. Alternativas aos metais acima citados utilizam-se
da atenuacao diferencial natural aos tecidos bioldgicos e, normalmente, dependem
da desidratacdo do material, como é o caso do ponto critico e do hexametildisilazane,
gue também podem ser utilizados para melhorar a qualidade do contraste produzido
por outros compostos (Paterson et al., 2014). O anexo 1 fornece um resumo dos

principais métodos de contraste e as metodologias padréo.

1.4.3. Aquisicdo e reconstrucao: principios basicos da uCT

Para entender os principios basicos da pCT, sera utilizado como modelo o
primeiro tomografo, construido por Hounsfield (1973). A figura 6 esquematiza o
aparelho e seu funcionamento. Basicamente, esta primeira geragdo de tomografos
consistia de um tubo fonte de raios X e um detector, que estdo alinhados de forma
gue os feixes de raios X emitidos passem em linha reta pelo objeto de estudo, alguns
sendo absorvidos e outros chegando até o detector (figura 6). O feixe de raios X
possui dimensfes particulares que definem as dimensdes do escaneamento da
amostra, no caso do tomégrafo construido por Hounsfield, a dimensédo era de 3 mm
(no plano de corte) x 13 mm (perpendicular ao plano de corte). O sistema formado
pela fonte e pelo detector movem-se linearmente através da amostra para coletar
dados de toda a extensdo do objeto. Este movimento € chamado de tradugéo e nao
esta presente nos sistemas de CT atuais.

Portanto, o detector detectara a intensidade do feixe de raios X que chegam
até ele (N1), que sera sempre menor que a intensidade conhecida que foi emitida pela
fonte (No). Essa diminuicdo de intensidade se deve a absor¢do ocorrida naquela
regido especifica do objeto e é chamada de atenuacado (u). Portanto, o fenbmeno

anterior pode ser descrito da seguinte forma:

N1 =No-u

15



Figura 6. Funcionamento do microtomdgrafo construido por Hounsfield (1973). A regido em
verde representa o0 objeto a ser escaneado e os valores Ni¢ , a intensidade dos feixes de
raios X atenuados pelo objeto. O sistema fonte-detector realiza dois movimentos, (a) o

movimento linear pelo objeto e (b) 0 movimento de rotagc&o ao redor do objeto.

—
NO
| 1
NEIRIZ
—_— f N()
————
4 ! 5
N1 N2 N3 4
N

Fonte: modificado de Goldman (2007)

Contudo, para que a imagem seja reconstruida, deve haver uma maior
discriminacdo dos pontos de absorcdo de raios X. Desta forma, Hounsfield (1973)
utilizou uma matriz tridimensional que divide o objeto de estudo (figura 6), onde os
eixos X e Y definem o plano de corte e Z, a espessura do mesmo (estes eixos
normalmente correspondem as dimensdes dos feixes de raios X descritos acima).
Portanto, a atenuacéo conferida ao objeto pode ser decomposta em um numero igual
ao numero de quadrantes que o objeto ocupa. Desta forma temos:

N1= No- (Ur+ uz+ U3...Un)
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Para que cada um destes quadrantes tenha sua atenuacdo definida, mais de
um escaneamento deve ser feito em diferentes angulos. Assim, diferentes equacgoes
podem ser compostas. Por exemplo, para um objeto composto por quatro quadrantes,
seis equacOes podem ser deduzidas, no caso de quatro angulos diferentes serem
utilizados no escaneamento.

Ao final deste processo, sdo designados diferentes tons de cinza para 0s
diferentes valores de atenuacdo, e entdo a imagem é formada. Apesar da
necessidade do processo de traducéo ter sido sanada por diferentes modelos de CT
ao longo dos anos, e diferentes algoritmos terem aumentado a velocidade da
determinacdo dos valores de atenuacdo, consequentemente, do processo de
escaneamento, 0s principios da tomografia computadorizada permanecem o0s

mesmaos.

1.4.4. Anélise dos dados

AplOs o0 escaneamento e a reconstrucdo dos dados gerados nas matrizes
mencionadas acima, eles precisam ser convertidos em imagens e ha softwares
especificos para processamentos de imagem 3D. Abel et al. (2012) lista os principais
softwares utilizados na visualizacdo de dados de tomografia computadorizada e suas
funcdes. Dentre eles, destacam-se o VGStudio Max, o Amira e o ImageJ. Os dois
primeiros softwares, por serem comerciais, possuem um grande numero de fungdes
e ferramentas, assim como uma interface mais intuitiva. O VGStudio Max, além de
atuar na analise dos dados, também pode ser utilizado na reconstrucédo das imagens
obtidas apds o processo de aquisicdo. Ambos os softwares podem ser utilizados na
visualizacdo, processamento (analises morfométricas) e tratamentos das imagens,
como, por exemplo, a segmentacdo (isolar regibes especificas de uma imagem, ex.
sistema reprodutor), reconstrucao de superficies e etc. (FEI, 2017; Volume Graphics,
2017). Por outro lado, o Imaged é um software “Open Source”, de dominio publico, ou
seja, ndo hé direitos autorais associados a este programa, que pode ser alterado para
gue novas funcionalidades sejam incluidas (IMAGEJ, 2017). Esta caracteristica faz
com que este seja 0 mais versatil de todos os softwares disponiveis, contudo os
plugins desenvolvidos para este programa sao de dificil utilizagdo, com interfaces

pouco intuitivas.
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Ha outros Softwares livres que séo utilizados na analise de dados, mas que
contam com menos func¢des, como por exemplo o CTVox (Bruker), Seg3D e Blender
(Bruker, 2017; Blender, 2017; Center for Integrative Biomedical, 2017). Contudo, se
utilizados em conjunto, resultados similares aos softwares comerciais podem ser

alcancados, dependendo da qualidade dos dados reconstruidos.

2. Materiais e métodos

2.1. Material analisado

Foram analisadas sanguessugas depositadas em duas colec¢fes, a Colecao de
Invertebrados Marinhos do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo
(MZUSP), onde também se encontram sanguessugas terrestres e de agua doce, e a
Colecéo de Hirudineos da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CHI). Além

do material depositado em museus, também houve algumas coletas de animais vivos.

2.2. Coleta e fixacao

Os espécimes foram coletados ativamente. O coletor permaneceu no corpo
d’agua por aproximadamente 30-40 minutos, com a pele dos membros inferiores
exposta, e realizou pequenos movimentos para que as sanguessugas detectassem a
sua presenca. A busca por espécimes na superficie da pele do coletor foi realizada a
cada 2-3 minutos, para garantir que ndo houvesse ingestao de sangue pelo parasita.
Quando o parasitismo foi efetivado, esperou-se que os individuos finalizassem a
refeicéo, diminuindo o risco de infeccao pelo coletor e de danificacao do trato digestivo
do animal.

Apés coletados, os individuos foram anestesiados utilizando o aumento
gradual de concentracdo de etanol, seguindo uma bateria de 4 etapas de
concentracdo: 5%, 10%, 15% e 20%. Em seguida, os espécimes foram fixados
individualmente em &lcool 70% e 100%, e o muco secretado durante a fixacdo foi

delicadamente removido, para melhor preservar o tegumento dos exemplares.
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2.3. Analise dos dados

Os espécimes tiveram sua morfologia interna e externa analisadas utilizando
quatro métodos: observacao direta da morfologia externa sob estereomicroscopio e
microscopio eletrénico de varredura, disseccao para analise da morfologia interna e
microtomografia computadorizada. Para a observacdo dos vasos celdmicos em
Piscicolidae, foram realizadas laminas histologicas em parafina, coradas com
Hematoxilina de Meyer e Eosina; o protocolo utilizado € descrito no anexo 2.

Externamente, foram analisados a presenca, disposicéo e localizagdo dos
tubérculos, 6rgaos de Lang, gondporos e anus. Foram utilizados o conceito de Castle-
Moore (Castle, 1900; Moore, 1900) e a conotacdo de Moore (1899), para a
determinacdo da anelacdo externa e dos limites externos dos segmentos. A
localizacéo externa dos érgaos € indicada pelo cédigo do segmento e do anel externo
(ex. XlIl a2), e, quando a posi¢do € interanular, utiliza-se a conotagdo segmento+anel
anterior/segmento+anel posterior (ex. Xl b6/XIl bl). Internamente, os limites dos
segmentos ndo sao delimitados, mas a indicagcdo da posicdo ganglionar, ou
interganglionar, é realizada pelo nimero do ganglio (posicdo ganglionar, XIl) ou pela
conotagdo numero do ganglio anterior/nimero do géanglio posterior (posicao
interganglionar, ex. XI/XIl). Os principais caracteres internos analisados estao
relacionados ao trato digestivo, glandulas do complexo salivar, e sistemas
reprodutores masculino e feminino. Os exemplares foram fotografados utilizando uma

camera AxioCan icc3, acoplada a um estereomicroscépio AxioScope.ai.

2.4. Microscopia eletrénica de varredura

Os espécimes foram desidratados com bateria de etanol (80%, 90%, 95%
100%) e submetidos ao ponto critico. Em seguida, foram submetidos a metalizacao
com ouro e a microscopia eletrbnica de varredura, no Laboratério de Microscopia
eletronica do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo. Foi utilizado o
software Adobe Photoshop CS6 para o tratamento das imagens.
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2.5. Microtomografia computadorizada

Dois microtomoégrafos foram utilizados, um SkyScan 1272, com fonte de
tungsténio Hamatsu e base moével, e um SkyScan 1176, com fonte “PANalitical’s
Microfocus Tube”, de base fixa. Dois métodos de contraste foram extensivamente
utilizados nos espécimes estudados, o lugol 10% e o acido fosfotingstico 3%. As
solucdes foram preparadas seguindo protocolos sintetizados no anexo 1. As imagens
foram reconstruidas com o software disponibilizado pelo fabricante do tomédgrafo
(NRecon 1.6.10.2, Bruker MicroCT, Kontich, Belgium). A tabela 1 mostra em detalhes
0s espécimes estudados, os métodos de contraste utilizados e os detalhes técnicos
do escaneamento e reconstrucdo. Os dados foram analisados no software CTvox 3.3
e DATAVIEWER 1.5.

Tabela 1. Espécimes estudados e suas informacBes de coleta, dimensdes e

escaneamento.

Espécie (familia) Localidade Dimensdes Area de Contraste Tomégrafo Parametros de
escaneamento escaneamento
Haementeria lutzi PBacl)JtIL(j)CBIg;’z;?ga 28 mm; 7. mm Corpo inteiro lugol SkyScan %gg H,T' ;33253#?:;
(Glossiphoniidae) La‘geado ’ P 9 1176 “221 s
PETAR -
. Nicleo 3.9 um; 60 kV;
Haementeria sp. 3 . . . SkyScan . !
p - Santana, 29 mm; 5mm  Regido anterior lugol 166 pA; 2h 7
(Glossiphoniidae) Iporanga, Sio 1272 min 54 s
Paulo
Estacéo
Ecoldgica do . .
Placobdella sp 1. Tapacura, Sao 47 mm; 19 Corpo inteiro lugol SkyScan 15223 “X?’;;nfi\é'
(Glossiphoniidae) Lourenco da mm P 9 1176 “36 s
Mata,
Pernambuco
Caracol,
Parque : :
Placobdella Nacional 11 mm; 4 . SkyScan 44 pm., 60 k\./’
maculata Corpo inteiro Lugol 166 pA; 32 min
. - Serra das mm 1272
(Glossiphoniidae) ~ 11s
Confusdes,
Piaui
Costa do Rio
. . 3.9 um; 35 kV;
Aust_rolc_de_eIIa sp. de J_anelro, 16 mm; 2 Corpo inteiro PTA SkyScan 140 pA: 3 h 09
(Piscicolidae) Rio de mm 1272 min 09 s
Janeiro.

Fonte: préprio autor
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3. Resultados

Foram encontradas 14 espécies de sanguessugas parasitas da ordem
Rhycobdellida para o territorio brasileiro, sendo duas espécies marinhas e 12
limnicas. Sete destas espécies ndo estdo descritas na literatura, e os registros do
género Austrobdella e de Ozobranchus branchiatus s&o os primeiros para o Atlantico
Sul. O anexo 3 apresenta as espécies de Glossiphoniidae estudadas e resume seus

principais caracteres.

3.1. Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura foi eficaz para a andlise dos tubérculos
e dos detalhes na sua estrutura (figuras 9, 23, 28, 32), mas nao para a observacéo
dos 6rgdos de Lang. Em geral, a anelacdo externa nao foi evidenciada neste método
e, em algumas regides do corpo, a visualizacdo do limite de cada anel torna-se
bastante limitada, especialmente na regido da cabeca. Os gonéporos ndo puderam
ser observados em nenhum exemplar submetido a microscopia eletrbnica de

varredura.

3.2. Tomografia computadorizada

Os Unicos espécimes que ndo responderam adequadamente aos métodos
tradicionais de contraste foram os membros de Austrolobdella sp. Nao foi possivel
diferenciar os principais tecidos do corpo destes animais, como por exemplo o sistema
digestério e o cordao nervoso ventral. O sistema celdmico, cuja morfologia € muito
importante para a taxonomia de Piscicolidae, ndo pdde ser delimitado, uma vez que
o parénguima nao foi diferenciado.

Foram obtidas boas resolu¢cBes para a maioria dos espécimes estudados,
possibilitando a identificacdo e andalise dos caracteres taxonémicos classicos
utilizados na taxonomia de hirudineos. A tabela 3 resume a qualidade da
representacdo dos principais caracteres nos espécimes estudados. Em geral, a
superficie do corpo € bem definida e a anelacdo e ornamentacdo do tegumento
podem ser facilmente observadas. No entanto, os poros presentes no corpo das
sanguessugas podem estar inconspicuos nos resultados da pCT, como o gonéporo

feminino e o poro bucal, que frequentemente sdo de dificil visualizacgéo.
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Tabela 3. Qualidade dos escaneamentos de UCT para cada espécime.

Espécie Localidade

Contraste Morfologia externa

Morfologia interna

Botucatu, Sao

Anelacéo: bem
definida; poro bucal

Cecos bem definidos;
cordao nervoso visivel, mas

. . Paulo, L A
Haementeria lutzi Fazenda lugol visivel; poro anal pouco definido; glandulas
visivel; gonéporos salivares definidas; atrio e
Lageado A . L o
visiveis ductos ejaculatérios visiveis
Cecos visiveis; corddo
PETAR - . L
Ncleo Anelagéo: visivel nervoso visivel, bem
. apenas no ventre;  definido; glandulas salivares
Haementeria sp. 3 Santana, lugol S R
~ poro bucal visivel; definidas; atrio e ductos
Iporanga, Sao " U . . NS
Paulo gonoporos visiveis  ejaculatérios bem definidos;
testiculos inconspicuos
Estacéo Anelacéo: bem Cecos visiveis; corddo
Ecolégica do definida; poro bucal nervoso visivel, bem
Tapacura, visivel; poro anal  definido; glandulas salivares
Placobdella sp. 1 ~ lugol o . oo I
Séo Lourenco visivel; gondporos definidas; atrio e ductos
da Mata, dificilmente ejaculatérios bem definidos;
Pernambuco visualizados testiculos inconspicuos
Caracol, Anelacao: bem Cecos visiveis; cordado
Parque definida; poro bucal nervoso visivel, bem
Placobdella Nacional Lugol visivel; poro anal  definido; glandulas salivares
maculata Serra das visivel; gondporos definidas; atrio e ductos
Confusbes, dificilmente ejaculatérios bem definidos;
Piaui visualizados testiculos inconspicuos
. Anelacéo: pouco
Costa do Rio . 9 P S o
: definida; poro bucal Sem delimitacéo dos érgaos
de Janeiro, LR s > .
Austrolobdella sp. Rio de PTA néo visivel, internos, tecidos adquirem
. ondporos ndo aspecto granulado.
Janeiro. gonoporos pecto g
visiveis

Fonte: proprio autor

Quanto a morfologia interna, as estruturas mais evidentes s8o 0S cecos
gastricos. Isto ocorre, provavelmente, pela presenca de hemoglobina no trato
digestivo de espécies hematodfagas. Os cecos intestinais, por outro lado, podem ser
observados apenas por uma fina camada de tecido de interior oco. Glandulas
salivares difusas sdao melhores observadas em comparacdo com glandulas
compactas, devido a presenca das mesmas por quase toda a extenséao dorso-ventral
do parénquima, enquanto as compactas se encontram bem delimitadas, embora as
caracteristicas importantes s6 possam ser observadas tridimensionalmente.

Os sistemas reprodutores masculino e feminino adquirem alto contraste,
permitindo a facil visualizagdo das estruturas, inclusive do complexo conjunto de

tubos ejaculatorios. A Unica excecdo sao os testiculos, que, na maioria dos
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espécimes, ndo sao distinguiveis pela tomografia computadorizada. Os ovarios
tubulares de Glossiphoniidae séo visiveis por toda a sua extensdo. A base que
contém o gonoporo feminino e o anel ao redor do corddo nervoso sao facilmente
identificados. O celoma é facilmente distinguivel, por ser representado por uma regiao
escura, formando os vasos celomicos laterais, ventral e dorsal, e especializacdes.

O lugol foi o Unico contraste que se mostrou eficiente para amostras de todas
as dimensdes como mostra a tabela 2. Apesar de ter produzido 6timos resultados, o
PTA ndo se mostrou eficiente para amostras grandes e médias. Assim, néo foi dado
prosseguimento com 0 processo de escaneamento destas amostras. Em amostras

pequenas, foi empregado o DMSO, para que se atingisse um bom indice de contraste.

3.3. Secéo taxondbmica

Familia Glossiphoniidae Vaillant, 1890
Diagnose: corpo lanceolado, sublanceolado ou subcilindrico, achatado dorso-
ventralmente, ndo dividido em regides distintas; ventosa anterior ventral; gonéporos
separados por 1-4 anéis primarios; faringe protraivel; glandulas salivares conectadas
a base da faringe; cecos gastricos em numero variavel, tltimo par normalmente com

trajeto descendente; quatro pares de cecos intestinais.

Chave para identificacdo dos géneros de Glossiphoniidae registrados no
territério brasileiro.

la. Segmentos da regido mediana do corpo composto por 3 anéis primarios sem
SUDTIVISOES. ...ttt e e e e e e et e e e e ettt et e ee e e e eaeaeaaeaeae e s e b bbb ebbbeeeneeaeaaaeeeens 2

1b. Segmentos da regido com anelacdes SECUNdArias.............ccceevvvvevviiieeeiieeeeeeeeenn 3

2a. Manchas metameéricas circulares em a2 ausentes; 6rgdos esofagicos ausentes;
ductos ejaculatérios com porcdes ascendente e descendente; Ultimo par de cecos
géastricos sem ramificaces SECUNANAS ..........cccuveeeeeeeiiiiiieiee e Helobdellat
2b. Manchas metaméricas circulares em a2 presentes; 0rgaos esofagicos presentes;
ductos ejaculatdrios apenas com porcdo ascendente; Ultimo par de cecos gastricos

com ramificagBes SECUNArIAsS ..........ccooeveeiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e Placobdella (em parte)

1 espécies predadoras, frequentemente encontradas em foresia com anfibios e
répteis.
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3a. Segmentos da regido mediana do corpo compostos por dois anéis, tanto dorsal,
guanto ventralmente, [(21+a2)+(a3)]...uuerrrrieeiiiieeeeeiiiie i Placobdella?
3b. Segmentos da regido mediana do corpo compostos por trés anéis primarios
subdivididos, normalmente [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] na face ventral,
[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] na face dorsal ..........coeeeeeeiiiiiiiiiiiiciiee, Haementeria

Haementeria Filippi, 1849

Diagnose: tubérculos dorsais presentes, dispostos em fileiras longitudinais; 6rgéos
de Lang nos anéis a2; segmentos do meio do corpo compostos por 3 anéis primarios
subdivididos, normalmente face ventral [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] e face dorsal
[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)], ou por 2 anéis, [(al+a2)+(a3)]; gonbGporos separados por
1 ou 2 anéis primarios; dois pares de 6rgaos esofagicos esféricos, conectados ao
eso6fago por ductos; base do ovario formando anel ao redor do corddo nervoso ventral.
Comentérios: a diagnose do género foi emendada para acomodar a espécie
bianulada Haementeria sp. (Cordero, 1937), transferida para este género por
Oceguera-Figueroa (2012). Mais detalhes sdo abordados nas discussfes na

sequéncia.

Chave para as espécies de Haementeria registradas para o territério brasileiro®
la. Segmentos da regido mediana o com padrdo de anelacao diferente de férmula
[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre

.................................................................................................................................... 2
1b. Segmentos da regido mediana com férmula [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso,
[(b1+b2)+(a2)+(b5+D6)] NO VENIIE.....oveeieiie i 5

2 ver discusséao sobre o género (pag. 103).

> as espécies ndo analisadas neste trabalho foram incluidas na chave baseado em
descri¢bes disponiveis na literatura (Avida-Goulart, 1963, 1967; Christoffersen,
2007; Cordero, 1937a, b; Pinto, 1920a, 1923; Ringuelet, 1944, 1985; Souza, 1978;
Weber, 1915).
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2a. Segmentos da regido mediana compostos por trés anéis primarios indivisos,
[(1)+(22)+(A3)] .ooeeeeeeeeeeeeeeeeiieiiie e H. steineri® Holtz-Bolinger, 1891
2b. Segmentos da regido mediana com formula [(al+a2)+(a3)] no dorso e no ventre,
ou [(al)+(a2)+(a3)] no dorso e [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre..............ccceeveeeenens 3

3a. Segmentos da regido mediana com formula [(al)+(a2)+(a3)] no dorso,
[(b1+b2)+(a2)+(D5+D6)] NO VENIIE .....uiiiiee e 4
3b. Segmentos da regido mediana com formula [(al+a2)+(a3)], tanto no dorso quanto

NO VENII oo H. brasiliensis sensu Cordero, 19377

4a.Tubérculos dorsais em grande numero, formando aproximadamente 30 fileiras
longitudinais; glandulas salivares compactas ...........c..cccc.veeee. H. ghilianii Filippi, 1849
4b. Tubérculos dorsais ausentes; glandulas salivares difusas
................................................................................................ H. laevis® (Weber, 1915)

5a. Gonoporo masculino em Xll b2/a2, feminino em XIl a2/b5 ........ccccoceeeeiiiiiieennnn. 6
5b. Gono6poro masculino em Xl b6/XI1l b1, feminino em XIl a2/b5 ...........ccccccccvvnnnnne. 9
6a. Um par de glandulas Salivares.............cooovevviiiiiiiiiiiiie e H. sp. 4
6b. Dois pares de glandulas SaliVares ...............uuuiiiiiiiiiii e 7

7a. Apenas uma fileira longitudinal de tubérculos dorsais por segmento, em a2
.......................................................................................... H. molesta® (Cordero, 1934)

7b. Mais de uma fileira longitudinal de tubérculos dorsais por segmento .................. 8

® a descricao original inclui caracteres tipicos de Helobdella.

’ a espécie foi transferida para Haementeria por Oceguera-Figueroa (2012), mas
outras espécies espécies com 0 mesmo padrao de anelacéo estdo atualmente
alocadas em Placobdella.

8 Weber (1915) descreve esta espécie sem uma descri¢céo efetiva dos espécimes. A
morfologia do trato digestivo e a presenca de glandulas salivares difusas tornam
duvidoso o posicionamento desta espécie em Haementeria.

9 esta espécie carece de descri¢cdes da morfologia interna.
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8a. Bulbo faringeo presente; dois pares de glandulas salivares compactas,
conectadas ao bulbo faringeo por ductos independentes, primeiro par esférico,
segundo par alongado e subdiVididO..........ccoviiiieiiiiiiiiiee e H. sp. 2
8b. Bulbo faringeo ausente; dois pares de glandulas salivares alongadas, conectadas

diretamente ao bulbo faringeo, sem dUCtOS.............coouiiiiiiiiieiiiiiiee e, H.sp. 1

9a. Tubérculos ventrais presentes, formando 4-6 fileiras longitudinais

................................................................................... H. paraguayensis (Weber, 1915)

................................................................................................................................... 11
10b. Fileira mediana de tubérculos dorsais com tubérculos em todos os anéis
111> 0 1SR 14
11a. Primeiro par de glandulas salivares alongado e subdividido....... H. cf. brasiliensis
(Weber, 1915)

11b. Primeiro par de glandulas salivares cilindrico, indiviSO ..............cccuvvieiiieenen... 12

12a. Ductos ejaculatérios formando estrutura espiralada antecedendo o &trio

.................................................................................................................................. 13
12b. Estrutura espiralada ausente, parte final dos ductos ejaculatérios reta
......................................................................................... H. depressa (Cordero, 1934)
13a. Par posterior de glandulas salivares reto ............cccceee.n.... H. vizottoi Castro, 1971

13b. Par posterior de glandulas salivares, com curvas espiraladas na base
........................................................................................................ H. lutzi Pinto, 1920
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14a. Dois pares de glandulas salivares compactas, primeiro par cilindrico, conectado
ao bulbo faringeo por ductos independentes, segundo par alongado, conectado
diretamente ao bulbo faringeo, sem ductos ............ccccceeeeiiiiiivinnnnns H. tuberculiferal®
(Grube, 1871)

14b. Dois pares de glandulas salivares compactas alongadas, conectados
diretamente ao bulbo fariNgeo ... H. sp. 3

Haementeria cf. brasiliensis (Weber, 1915)

Material analisado: Brasil, localidade desconhecida, 06 espécimes (MZUSP 0217),

data de coleta desconhecida.

Diagnose: um par de ocelos em virgula, proximos entre si, normalmente fundidos;
poro bucal na extremidade anterior do corpo; 6 linhas longitudinais de tubérculos
grandes; 22 linhas longitudinais de tubérculos pequenos, presentes em cada anel
primario do dorso e do ventre; gondporos separados por 2 anéis primarios; segmentos
da regido mediana do corpo compostos por 3 anéis primarios, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]
no dorso, [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no ventre; 2 pares de glandulas salivares; 7
pares de cecos gastricos, primeiro par ramificado, ultimo par formando trajeto
descendente; ductos ejaculatérios formando uma curva pré-atrial; 6 pares de sacos
testiculares.

Formato do corpo: comprimento maximo 25-37 mm; largura maxima 10-14 mm;
corpo lanceolado, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior triangular, bem
desenvolvida; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada; cabeca triangular;
ventosa posterior bem desenvolvida, ventral, largura maxima 2-5 mm.

Morfologia externa: corpo uniformemente marrom, depois de fixado, sem detalhes
na pigmentacdo; 6 linhas longitudinais de tubérculos entre os anéis primarios no dorso
(figura 7), 1 par paramediano e outro paramarginal em cada a2; 1 par paramarginal
em cada a3, fileira mediano-dorsal de tubérculos ausente; até 22 linhas longitudinais
de tubérculos pequenos no ventre e dorsal de cada anel secundario; tubérculos
inconspicuos na regidao anterior do corpo; dois pares de ocelos em lll (figura 8D), em

virgula, proximos entre si, ou, mais frequentemente, fundidos, formando mancha

10 Esta espécie carece de descricdo da morfologia interna.
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central Unica; glandula nucal ausente; escudo quitinoso ausente; poro bucal na regiao
anterior da ventosa; gondporos separados por 2 anéis primarios (figura 8A),
masculino em Xl b6/XIl b1, feminino em Xll a2/b6; anus em XVII, seguido de 1 anel
pos anal (figura 8B); segmentos I-Il unianulados, segmentos l1lI-V bianulado,
segmentos VI-XXVI com 3 anéis primarios cada, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre,
[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no dorso, segmento XXVII bianulado.

Figura 7. Esquema da regido mediana do corpo de Haementeria cf. brasiliensis, vista dorsal.

L: 6rgdos de Lang; T: tubérculos; TP: tubérculos pequenos.
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Fonte: proprio autor

Morfologia interna: faringe formando curva em XllI; bulbo faringeo em XII; 2 pares
de glandulas salivares, conectadas diretamente ao bulbo faringeo; as do par anterior
alongadas (figura 9B), subdivididas; par posterior também alongado, mas sem
subdivisdes; 2 pares de 6rgaos esofagicos cilindricos em Xll, conectados ao es6fago
por 2 ductos independentes; 7 pares de cecos gastricos (figura 9A), primeiro par em
XIll, com 3 ramos secundarios; pares 2-6 simples, ultimo par em XIX, formando um
trajeto descendente; 4 pares de cecos intestinais simples; sistema reprodutor
masculino formado por atrio localizado anteriormente ao ganglio Xl (figura 9C),

posicionado verticalmente em relagédo ao cordao nervoso ventral; porgdo ascendente

28



dos ductos ejaculatorios formando um estrutura em espiral (figura 9C); 6 pares de
sacos testiculares (figura 9A), primeiro par em Xlll, altimo par em XVIII/XIX; ovarios

simples, formando anel ao redor do cordao nervoso ventral.

Figura 8. Hamenteria cf. brasiliensis. A. Regido anterior, vista ventral. B. Regido
posterior, vista dorsal. C. Regido posterior, vista dorsal. D. Regido da cabeca, vista

dorsal. An: anus; GF: gonoéporo feminino; GM: gondéporo masculino; O: ocelos.

Fonte: proprio autor
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Figura 9. Morfologia interna de Haementeria cf. brasiliensis. A. Esquema da morfologia
interna, vista ventral. B. Complexo salivar, vista ventral; C. Sistema reprodutor masculino,
vista ventral. A: &trio; BF: bulbo faringeo; CG: cecos gastricos; Cl: cecos intestinais; DE:
ductos ejaculatorios; Es: es6fago; F: faringe; G: ganglios; GA: glandula salivar anterior; GP:
glandula salivar posterior; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares; UC: dltimo par de cecos

gastricos.

A

GA

GP

Ov
N

XII

XIX

Fonte: proprio autor
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Comentarios: Haementeria brasiliensis foi descrita por Weber (1915), em uma
monografia ndo publicada formalmente, portanto a espécie ndo € vélida. Ringuelet
(1985), baseado apenas em caracteres externos, sinonimizou esta espécie com H.
depressa, cujos membros se assemelham aos de H. vizottoi pela presenca de seis
pares de linhas longitudinais de tubérculos paramarginais e paramedianos, uma das
guais presente apenas nos anéis a3. Contudo, a fileira mediano-dorsal de tubérculos
estd presente em membros de H. vizottoi (Souza, 1978) e ausente nos de H.
brasiliensis (Weber, 1915) e nenhuma variacéo intraespecifica como esta € descrita
por Souza (1978), ou observada nos exemplares estudados de nenhuma espécie. A
morfologia interna de membros de H. brasiliensis € completamente desconhecida,
sendo dificil afirmar com seguranca que os espécimes cuja morfologia externa seja
compativel com a descricdo desta espécie realmente pertencam a mesma. No
entanto, os exemplares estudados diferem de membros das outras espécies de
Haementeria j& descritas, principalmente pela morfologia das glandulas salivares
anteriores, que sao subdivididas. Haementeria sp. 3, descrita abaixo, também
apresenta glandulas salivares subdivididas, porém estas correspondem ao par

posterior.

Haementeria brasiliensis sensu Cordero, 1937

Material examinado: Sergipe: Po¢co Redondo, 16 espécimes (CHI-29), em Phrynops
geoffroanus, 23/Jun/2015; Poco Redondo, 90 espécimes (CHI-30), em Phrynops
geoffroanus, 30/Jun/2014; Poco Redondo, 2 espécimes (CHI-31), em Phrynops
geoffroanus, 22/Jun/2014; Poco Redondo, 1 espécime (CHI-39), em Phrynops
geoffroanus, 30/Jun/2014; Poco Redondo, 6 espécimes (CHI-41), em Phrynops
geoffroanus, 30/Jun/2014; Poco Redondo, 1 espécime (CHI-47), em Phrynops
geoffroanus, 24/Jun/2014; Poco Redondo, 5 espécimes (CHI-48), em Phrynops
geoffroanus, 30/Jun/2014; Poco Redondo, 5 espécimes (CHI-49), em Phrynops
geoffroanus, 30/Jun/2014; Poco Redondo, 2 espécimes (CHI-50), em Phrynops
geoffroanus, 30/Jun/2014.
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Diagnose: um par de ocelos em Il, circulares, separados entre si; poro bucal na regiao
anterior da ventosa; manchas paramarginais escuras ausentes em ambas as faces;
9 linhas longitudinais de tubérculos na superficie dorsal, com distribuicao irregular;
orgaos de Lang ausentes; gondporos separados por um anel (al+a2); segmentos da
regido mediana do corpo bianulados, [(al+a2)>(a3)]; bulbo faringeo ausente; 2 pares
de glandulas salivares compactas; 2 pares de 6rgdos esofagicos, conectados ao
esb6fago por ductos independentes; 7 pares de cecos gastricos; curva pré-atrial
presente; por¢cdo ascendente dos ductos ejaculatérios formando enovelado; 6 pares
de sacos testiculares.

Formato do corpo: comprimento maximo 4-8 mm; largura maxima 2-4 mm; corpo
lanceolado, achatado dorso-ventralmente, face ventral cbncava; ventosa anterior bem
desenvolvida, triangular; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada; cabeca

triangular; ventosa posterior bem desenvolvida, terminal, largura méaxima 1-2 mm.

Figura 10. Esquema dos segmentos da regido mediana do corpo de Haementeria brasiliensis
sensu Cordero, 1937 T: tubérculos.
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Fonte: proprio autor

Morfologia externa: corpo uniformemente amarelado, sem padrdes de pigmentagéo
caracteristicos; manchas metaméricas ausentes; 7-9 linhas longitudinais de
tubérculos ciliados no dorso (figuras 10 e 11), dispostos irregularmente; 6rgaos de
Lang ausentes; um par de ocelos em Il (figura 12D), circulares, completamente
separados; poro bucal na margem anterior da ventosa; gondporos separados por 1

anel (al+a2) (figura 12E); masculino em XI a3/Xll (a2+a3), feminino em XIi
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(al+a2)/Xll a3; anus em XXVII (figura 12C), seguido por 1 anel pds-anal; segmentos
I-1V unianulados; segmentos V-XXVII bianulado, anéis primarios al e a2 fundidos em

anel Unico, [(al+a2)>(a3)], em ambas as faces.

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura, Haementeria brasiliensis sensu Cordero,
1937. A. tubérculos dorsais, morfologia geral. B. Cilios dos tubérculos dorsais. C: cilios; T:

tubérculos.

Fonte: préprio autor

Morfologia interna: curva da base da faringe ausente; base da faringe em XllI; bulbo
faringeo ausente; 2 pares de glandulas salivares compactas (figura 13B), par anterior
em Xll, ovalado, conectado a base da faringe por ductos salivares; par posterior
esférico, conectado diretamente a base da faringe; 2 pares de 6rgdos esofagicos
esféricos em XllI (figura 13B), conectados ao esdfago por finos ductos independentes;
7 pares de cecos gastricos (figura 13A), primeiro par em Xlll, ndo ramificado, base
afilada, regido distal dos pares 1-5 com leve trajeto descente, Ultimo par em XIX, com
longo trajeto descendente; 4 pares de cecos intestinais simples; sistema reprodutor
masculino formado por atrio anterior ao ganglio Xll; ductos ejaculatérios enovelados,
formados por um complexo de curvas em Xll (figura 13C); curva pré-atrial presente,
de comprimento variado; 6 pares de sacos testiculares (figura 13A), primeiro par em
XII/XIV, altimo par em XVIII/XIX; ovarios simples, ndo ramificados, longos, formando

anel ao redor do corddo nervoso ventral.
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Figura 12. Haementeria sensu Cordero, 1937. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. C. Regido
posterior mostrando o anus, vista dorsal. D. Regido da cabeca mostrando os ocelos, vista
dorsal. E. Regido genital mostrando os gonéporos, vista ventral. An: anus; GF: gondporo

feminino; GM: gondporo masculino; O: ocelos.

0.05 mm

Fonte: préprio autor

34



Figura 13. Esquema de Haementeria brasiliensis sensu Cordero, 1937 A. Morfologia geral,
vista ventral, o complexo salivar e parte dos sistemas reprodutores masculino e feminino
foram omitidos. B. Detalhe do complexo salivar, vista ventral. C. Detalhe do sistema
reprodutor masculino, vista ventral. A. atrio; CG: cecos gastricos; Cl: cecos intestinais; DE:
ductos ejaculatorios; Es: esd6fago; EsA: 6rgaos esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofagicos
posteriores; F: faringe; G: ganglios; GA: glandulas salivares anteriores; GP: géanglios salivares

posteriores; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares; UC: dltimo par de cecos gastricos.

GA

EsA EsP

EsP
Ov

Fonte: proprio autor
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Comentérios: Haementeria brasiliensis sensu Cordero, 1937 estava originalmente
em Oligobdella, que foi sinonimizado com Placobdella (Siddall et al., 2005). A espécie
foi formalmente transferida para Haementeria por Oceguera-Figueroa (2012),
baseado em dados moleculares. Como o epiteto ‘brasiliensis’ ja esta ocupado por H.
brasiliensis (Weber, 1915), um novo nome deve ser atribuido a esta espécie em uma
publicacdo formal, razdo pela qual ela € aqui tratada como H. brasiliensis sensu
Cordero, 1937.

Outras espécies sul-americanas de Oligobdella continuam formalmente em
Placobdella, como se segue abaixo. A morfologia interna de membros de H.
brasiliensis sensu Cordero, 1937 ndo é conhecida, mas os trabalhos de Cordero
(1937) e Ringuelet (1944, 1985) descreverem em detalhes a morfologia externa de
animais desta espécie. Contudo, o desconhecimento sobre a anatomia interna torna
dificil a identificacdo de individuos, mesmo que 0s caracteres externos sejam
compativeis com H. brasiliensis sensu Cordero, 1937. A auséncia de fileiras
longitudinais principais de tubérculos grandes é a principal caracteristica de membros
desta espécie e os diferencia das sanguessugas de todas as outras espécies
pertencentes a este género, com excec¢do de Placobdella sp. 2, descrita abaixo (pag.
82).

Haementeria lutzi Pinto, 1920a

Material examinado: Goias: Goiania, um espécime (MZUSP 0224), 1997. Minas
Gerais: Mariliéria, Parque Estadual do Rio Doce, trés espécimes (MZUSP 0231), Jul
1985. Sdo Paulo: Promisséo, dois espécimes (MZUSP 0222), Jan 1968; Botucatu,
Fazenda Lageado, quatro espécimes (MZUSP 0226), Dez 1985; Paulinia, um
espécime (MZUSP 0220), Mar 1974. Rio Grande do Sul, Tapes, Capao da Mangueira,
um espécime (MZUSP 0225), 1974.

Diagnose: um par de ocelos em virgula, préximos entre si, as vezes fundidos; poro
bucal na regido anterior da ventosa; 6-7 linhas longitudinais de tubérculos; gonoporos
separados por 2 anéis primarios; somitos do meio do corpo compostos por 3 anéis
cada, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre, [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso; 2
pares de glandulas salivares compactas sem subdivisdes, par posterior cilindrico; sete

pares de cecos gastricos, curva pré-atrial presente, 6 pares de sacos testiculares.
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Figura 14. Ornamentacdo dorsal dos segmentos de Haementeria lutzi. A. tubérculos a3
formando uma Unica fileira longitudinal com os tubérculos marginais de a2. B. tubérculos de

a3 entre as fileiras marginais e paramedianas de tubérculos em a2. L: 6rgdos de Lang; T:

tubérculos.
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Fonte: préprio autor

Formato do corpo: comprimento 16-44 mm; largura maxima 6-12 mm; corpo sub-
lanceolado, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida,
triangular; margem dos anéis primarios evidentes; regido anterior afilada; cabeca
triangular; ventosa posterior bem desenvolvida, largura maxima 2-4 mm.

Morfologia externa: corpo uniformemente amarelo, sem ornamentacdo ha
pigmentacéo; poros epidérmicos em toda a superficie do corpo (figura 16D); 5-7 linhas
longitudinais de tubérculos (figuras 14 e 15D), uma mediana em cada al; duas linhas
paramedianas e duas marginais, em cada a2, as vezes linhas paramarginais
posicionadas marginalmente, formando 5 linhas longitudinais; duas submarginais, em
cada a3, cilios ausentes, ornamentacdo formada por 4-6 papilas (figura 9); 4 linhas
longitudinais de 6rgdos de Lang em a2, em formato de barra (figuras 14 e 16A), um
par paramarginal, um par paramediano; um par de ocelos em Il ou Il/lll (figura 15A),
formato de virgula, proximos entre si, as vezes fundidos, formando uma mancha
central; poro bucal na regido anterior da ventosa; gonoporos separados por 2 anéis
primarios (figura 15B), masculino em Xlb6/XlIb1, feminino em Xlla2/XlIb5; &nus em
XVII (figura 15F), seguido por 2 anéis pds anais; segmentos I-1l compostos por 1 anel

cada; segmentos llI-IV com 2 anéis cada; segmentos V-XXV compostos por 3 anéis
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primarios, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre (figura 17A), [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]
no dorso (figura 17F); segmentos XXVI-XXVII também bianulados.

Morfologia interna: faringe formando uma curva em XII/XIll, as vezes reta; base da
faringe em XllI; 2 pares de glandulas salivares em massas compactas, par anterior em
X ou Xl, cilindrico, glandulas grossas e curtas, ou finas e longas, ductos conectados
a porcao lateral da base da faringe, sem subdivisées; par posterior em XlI, tubulares,
enoveladas, conectadas a porcdo lateral da regido globular da faringe, sem
subdivisbes; 2 pares de o6rgdos esofagicos em Xl (figura 18C), conectados ao
esobfago por um par de ductos comuns, que se ramifica na regido mais distal, primeiro
par cilindrico, segundo par esférico; sete pares de cecos gastricos (figuras 17C e
18A), primeiro par em XlllI, com ramificacdo anterior, ultimo par em XIX, formando
trajeto descendente; quatro pares de cecos intestinais, diverticulos secundarios
ausentes; sistema reprodutor masculino formado por atrio anterior a Xll, posicao
vertical; ductos ejaculatérios formados por por¢do ascendente, dilatada em XllI, as
vezes porcdo descendente dos ductos ejaculatorios ausente; curva pré-atrial dos
ductos ejaculatérios presente, formando estrutura em espiral; porcdo ascendente dos
ductos ejaculatérios altamente enovelada (figuras 17E e 18B); seis pares de sacos
testiculares (figura 18A), primeiro par em XII/XIV, ultimo par em XVII/XIX; ovarios

simples, formando um grosso anel ao redor do cordao nervoso ventral (figura 17C).

Distribuicdo geogréfica: regido central do Brasil, estados de S&o Paulo, Minas
Gerais e Goias (Pinto, 1923).

Comentarios: Haementeria lutzi foi descrita baseada no padrdo metamérico formado
pelas papilas. De acordo com Pinto (1920a), ha trés linhas laterais e uma mediana de
papilas no dorso. Apesar de nao ter sido mencionado por Pinto (1920, 1923), algumas
variaces foram observadas em relacdo a estes caracteres. Estas variacfes tornam
dificil a identificacdo de individuos pertencentes a esta espécie, ja que os padrées
podem se sobrepor em diferentes espécies do género, como por exemplo, H. vizottoi
Castro, 1971, H. depressa (Blanchard, 1849) e H. tuberculifera (Grube, 1871).

38



Figura 15. Morfologia externa e interna de Haementeria lutzi. A. regido da cabeca,
evidenciando a posicdo dos ocelos. B. regido genital com os gondporos evidentes. C.
extremidade posterior, com a ventosa discoide. D. vista dorsal da regido do meio do corpo
mostrando tubérculos e os anéis secundarios subdivididos. E. disseccao ventral da regiao
genital, com o sistema reprodutor masculino e feminino expostos. F. extremidade posterior,
evidenciando o anus. A: atrio; An: anus; DE: ductos ejaculatérios; GF: gonoporo feminino;

GM: gonéporo masculino; L: érgdos de Lang; O: ocelos; Ov: ovarios; T: tubérculos.

F e e e - b
Fonte: préprio autor
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Figura 16. Microscopia eletronica de varredura, Haementeria lutzi. A. Tubérculo em a2 e
orgéo de Lang. B. Tubérculo composto por 4 papilas. C. Tubérculo composto por 6 papilas.
D. Poro epidérmico. L: 6rgdo de Lang; P. papila; T: tubérculo.

Fonte: préprio autor

Algumas variacfes na ornamentacao da face dorsal de H. depressa podem ser
facilmente confundidas com H. lutzi, especialmente aquelas caracterizadas por Souza
(1978) por apresentarem uma fileira mediana de papilas. Internamente, ambas
espécies sdo muito similares, mas em H. lutzi os ductos dos 6rgdos esofagicos sédo
independentes, enquanto em H. depressa ha a presenca de um anico ducto comum,
gue conecta estes 6rgdos ao esbfago (Souza, 1978).

Haementeria tuberculifera pode ser facilmente diferenciada de H. lutzi pela
presenca de uma linha longitudinal de tubérculos em todos os anéis do segmento. Tal
padrdo ndo foi encontrado em nenhum dos espécimes estudados, ou na literatura
disponivel (Ringuelet, 1944, 1985; Souza, 1978). Haementeria vizottoi também
apresenta sete linhas longitudinais de papilas na regido dorsal, mas suas posi¢coes
sdo diferentes, como descrito abaixo. Contudo, o sistema reprodutor € similar em
ambas as espécies, os ductos ejaculatérios formam uma estrutura espiralada,
seguida por uma curva muito dilatada, em relagdo ao restante da extensdo dos
ductos, mas, em membros de H. vizottoi, estas curvas estdo posicionadas

verticalmente, enquanto nos de H. lutzi, elas sdo horizontais.
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Figura 17. Tomografia computadorizada, Haementeria lutzi. A. Face ventral da regido genital,
anéis primérios indicados pelas abreviagfes al, a2 e a3. B. vista dorsal da extremidade
posterior. C. corte horizontal da regido posterior do corpo. D. Corte transversal da regido
genital. E. corte horizontal da regido genital. F. face dorsal, anéis primérios indicados pelas
abreviacOes al, a2 e a3, tubérculos, 6rgdos de Lang. An: anus; CG: cecos gastricos; DE:
ductos ejaculatorios; GF: gondporo feminino; GM: gondporo masculino; L: 6rgdos de Lang;

Ov: ovarios; T: tubérculos.
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Fonte: préprio autor
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Figura 18. Esquema da morfologia interna de Haementeria lutzi. A. Sistema digestorio e
reprodutor, vista ventral, partes de complexo salivar e do sistema reprodutor masculino foram
omitidos. B. sistema reprodutivo, vista ventral. C. Sistema digestorio e glandulas salivares,
segmentos XI-XIIl. A: atrio; BF: bulbo faringeo; CG: ceco géstrico; Cl: ceco intestinal; DE:
ductos ejaculatorios; Es: esd6fago; EsA: 6rgaos esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofagicos
posteriores; F: faringe; GA: glandulas salivares anteriores; GP: glandulas salivares

posteriores; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares; UC: Gltimo par de cecos gastricos.
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Fonte: préprio autor
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Haementeria vizottoi Castro, 1971

Material examinado: Rio de Janeiro: Rio de Janeiro, um espécime (MZUSP 0209),
Dez 2008; Niter6i, um espécime (MZUSP 0230), Ago 1971.

Diagnose: um par de ocelos em virgula, préximos entre si; poro bucal na regido
anterior da ventosa; 7 linhas longitudinais de tubérculos grandes no dorso, com linha
mediana de tubérculos de tamanho mediano; 10-12 linhas longitudinais de tubérculos
pequenos no dorso; 4 linhas longitudinais de 6rgdos de Lang; gondporos separados
por dois anéis primarios; segmentos do meio do corpo formados por 3 anéis primarios,
[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre, [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso; 2 pares de
glandulas salivares, par anterior cilindrico, par posterior tubular, sem subdivisdes; 7
pares de cecos gastricos; curva pré-atrial dos ductos ejaculatérios presente; 6 pares
de sacos testiculares.

Formato do corpo: comprimento 34-36 mm; largura maxima 6-12 mm; corpo
sublanceolado, dorso-ventralmente achatado; ventosa posterior bem desenvolvida;
triangular; margem dos anéis primarios evidentes; regido anterior afilada; cabeca
distinta do resto do corpo, triangular; ventosa posterior bem desenvolvida, largura
maxima 5 mm.

Morfologia externa: corpo uniformemente amarelo quando fixado, sem detalhes de
pigmentacdo; 6 fileiras de tubérculos grandes no dorso (figuras 19D e 20C), 2
paramedianas e 2 paramarginais nos anéis a2, e 2 paramarginais nos anéis a3, que
podem estar localizadas na margem do anel; fileira longitudinal mediano-dorsal de
tubérculos em bl e b4, por vezes incompleta; 10-12 fileiras longitudinais dorsais de
tubérculos pequenos, em todos os anéis; 4 linhas longitudinais de érgaos de Lang
(figura 20C); 1 par de ocelos em Il (figura 19A), em virgula, proximos entre si; poro
bucal na regido anterior da ventosa anterior; gonéporos separados por dois anéis
primarios (figura 19B), masculino em Xl b6/XIl b1, feminino em Xl a2/b5; anus em
XVII, seguido de um anel; segmento | composto por 1 anel, segmento Il com 2 anéis;
segmentos llI-XXVI com 3 anéis primarios cada, ([(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre,
[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso; segmento XXVII composto por 2 anéis.
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Figura 19. Morfologia externa de Haementeria vizottoi. A. regido da cabeca evidenciando a
posi¢cdo dos ocelos. B. regido genital com os gondporos evidentes. C. vista dorsal da regido
posterior. D. vista dorsal da regido mediana do corpo. E. vista ventral da regido genital
dissecada, evidenciando o sistema reprodutor masculino. F. vista dorsal da regiéo posterior,
evidenciando a localizacdo do anus. A: atrio; An: anus; CN: corddo nervoso ventral;, DE:
ductos ejaculatorios; GF: gondporo feminino; GM: gondporo masculino; L: 6rgaos de Lang;

O. ocelos; T. tubérculos.
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Morfologia interna: faringe formando uma curva em XII/XIll; base da faringe
formando bulbo em XIllI; 2 pares de glandulas salivares (figura 20A); par anterior
cilindrico, em Xl, conectados por um par de ductos salivares comuns; par posterior
em XIlI, tubular, sem dobras, conectado a porc¢éao lateral do bulbo, na base da faringe,
sem subdivisfes; 2 pares de 6rgaos esofagicos em XI/XIl; 7 pares de cecos gastricos
arborescentes, primeiro par ramificado, em XllI, dltimo par em XIX, com trajeto
descendente; 4 pares de cecos intestinais ndo ramificados; sistema reprodutor
masculino formado por atrio localizado anteriormente ao ganglio Xl (figuras 19E e
20B), posicionado verticalmente; ductos ejaculatérios formados por por¢céo
ascendente dilatada em XII/XIll; extremidade anterior dos ductos ejaculatérios
formando estrutura em espiral; 6 pares de sacos testiculares, primeiro par em XII/XIV,
altimo par em XVII/XIX; ovarios simples, formando um grosso anel em volta do

cordao nervoso ventral.

Distribuicdo geografica: sudeste do Brasil, estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro
(Ringuelet, 1985).

Comentérios: Haementeria vizottoi € muito similar a H. lutzi e a diferenciacao entre
membros destas espécies é ainda mais dificultada pela omissdo de importantes
caracteres anatbmicos, nas descri¢cdes originais de ambas. De acordo com Castro
(1971), cinco linhas longitudinais principais de tubérculos sdo encontradas na
superficie dorsal do corpo de H. vizottoi. Portanto, a morfologia dos espécimes
estudados é compativel com a descricdo original. No entanto, a variacdo estudada
pode levar a erros de identificacdo com H. lutzi. Neste caso, ha um par extra de
tubérculos em cada anel a2 que coincide com a fileira paramarginal. Porém, a fileira
mediana, a mais proeminente, € sempre composta por tubérculos em al, a2 e
ausente em a3, um caractere que diferencia estes animais de membros de H. lutzi
(Castro, 1971). Souza (1978) reconheceu um par extra de tubérculos nos anéis a2,
porém a posi¢cao descrita é ligeiramente diferente da observada neste estudo (ver
figura 12C). Poucas diferencas podem ser encontradas no sistema reprodutor das
duas espécies, uma excec¢do é a posi¢ao da regido expandida, que antecede a espiral
dos ductos ejaculatorios, que é vertical em membros de H. vizottoi e horizontal nos
de H. lutzi.
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Figura 20. Haementeria vizottoi. A. morfologia interna, vista ventral, partes do sistema
reprodutor masculino e feminino foram omitidos . B. sistema reprodutor masculino, vista
ventral. C. esquema da face dorsal dos segmentos da regido mediana do corpo, setas indicam
a variacao na posicao dos tubérculos nos anéis primarios a3. A: atrio; BF: bulbo faringeo; CG:
cecos gastricos; Cl. cecos intestinais; DE: ductos ejaculatorios: EsA: érgaos esofagicos
anteriores; EsP: 6rgdos esofagicos posteriores; F: faringe; G: glanglios; GA: glandulas
salivares anteriores; GP: glandulas salivares posteriores; L: 6rgédos de Lang; Ov: ovarios; ST:

sacos testiculares; T: tubérculos; TP: tubérculos pequenos.
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Fonte: préprio autor
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Os espécimes identificados como H. vizottoi se assemelham a membros de H.
depressa (Blanchard, 1849), na posicao da fileira mediano-dorsal de tubérculos, na
gual os tubérculos estdo apenas em al. Por outro lado, o sistema reprodutor
apresenta diferencas importantes, como, por exemplo, a auséncia de uma estrutura
em espiral, compondo os ductos ejaculatorios, em exemplares de H. depressa
(Souza, 1978). Membros de H. tuberculifera (Grube, 1871) podem ser facilmente
diferenciados dos de H. vizottoi por apresentarem sete pares de sacos testiculares,
ao invés de seis, como exemplares da maioria das espécies deste género, inclusive

H. vizottoi.

Haementeria sp. 1

Material examinado: Mato Grosso do Sul: Miranda, 06 espécimes, 14/Mai/2015;
Miranda, 1 espécime, Out/2015.

Diagnose: um par de ocelos circulares, proximos entre si; 4 pares de fileiras
longitudinais de tubérculos ndo pigmentados no dorso; gondéporos separados por 1
anel primario; segmentos da regido mediana do corpo compostos por 3 anéis
primarios cada, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre, [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no
dorso; 2 par de glandulas salivares tubulares, indivisas; 7 pares de cecos gastricos
ndo ramificados, ultimo par formando trajeto descendente; ductos ejaculatérios

formando curva pré-atrial; 6 pares de sacos testiculares.

47



Figura 21. Segmentos da regido mediana do corpo de Haementeria sp. 1, vista dorsal. T:
tubérculos.
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Fonte: proprio autor

Formato do corpo: comprimento maximo 4-13 mm: largura maxima 5-6 mm; corpo
lanceolado, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida,
triangular; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada; cabeca conspicua,
triangular; ventosa posterior bem desenvolvida, largura maxima 4 mm.

Morfologia externa: corpo amarronzado; 4 pares de linhas longitudinais de machas
escuras, 1 paramediana, 1 paramarginal, 1 marginal e 1 mediana, interrompida pelos
ocelos; margem de cada a2 pigmentada; areas despigmentadas ausentes; quatro
linhas longitudinais de tubérculos despigmentados em cada bl e b5 (figura 21), 2
paramedianas, 2 paramarginais; 6érgaos de Lang ausentes; 1 par de ocelos em Il
(figura 22C), circulares, proximos entre si; glandula nucal ausente; escudo nucal
ausente; poro bucal na regido anterior do corpo; gonéporos separados por 1 anel
primario (figura 22E), masculino em XIlI b2/a2, feminino em Xl a2/b5; anus em
XVI/XVII, seguido por 2 anéis primarios; segmentos I-1l unianulados; segmentos IlI-1V
bianulados; segmentos V-XXV com 3 anéis primarios cada, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]
no ventre, [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso; segmentos XXVI-XXVII bianulados.
Morfologia interna: base da faringe em XlI/XIIl, reta; bulbo faringeo ausente; 2 pares

de glandulas salivares em XII (figura 23C), tubulares, sem subdivisdes, conectadas

48



diretamente a base da faringe; 2 pares de 6rgéos esofagicos esféricos, em XllI (figura
23C), conectados ao esbdfago por ductos independentes; 7 pares de cecos gastricos
(figura 23A), primeiro par ramificado, pares 2-7 sem ramifica¢des, Ultimo par com
trajeto descendente; sistema reprodutor masculino formado por atrio anterior ao
ganglio XllI (figura 23B), posicionado verticalmente; ductos ejaculatérios com porgéo
ascendente dilatada em XIII, curva em XII/XIII; volta pré-atrial ausente; por¢céo anterior
dos ductos ejaculatorios formando uma estrutura em S (figuras 22D e 23B); 6 pares
de sacos testiculares (figura 23A), primeiro par em XII/XIV, altimo par em XVII/XIX;
ovarios curtos (figura 22D), simples, formando um anel ao redor do cordao nervoso

ventral.

Comentarios: Como mostra a figura 17, espécimes pertencentes a H. sp. 1
assemelham-se externamente a membros de espécies pertencentes ao género
Trachybdella, especialmente quanto ao formato do corpo e posi¢cao dos gonéporos.
Porém, a subdivisdo dos anéis primarios e os ovarios formando um anel ao redor do
corddo nervoso ventral deixam claro o posicionamento desta espécie em
Haementeria, de acordo com a definicdo de Oceguera-Figueroa (2012).

Dentre as espécies conhecidas de Haementeria, aquela cujos membros mais
se assemelham aos de H. sp. 1 € H. molesta, pobremente descrita por Cordero (1934)
e redescrita por Ringuelet (1985). Assim como H. sp. 1, exemplares de H. molesta
possuem quatro fileiras de tubérculos marginais e paramarginais dorsais, porém todos
0s tubérculos estao dispostos em a2 e ha uma fileira mediano-dorsal de tubérculos.
A posicao dos gonéporos também é bastante semelhante entre membros de ambas
espécies, os masculinos e os femininos separados por apenas 1 anel primario. Tendo
em vista a variagdo encontrada em outras espécies pertencentes a este género, nao
€ possivel afirmar a separacdo entre H. sp. 1 e H. molesta, sem a observacao de
exemplares tipo desta Ultima espécie, incluindo o estudo detalhado da morfologia
interna.

Membros de H. eichhorniae (Ringuelet, 1978) também sdo externamente
semelhantes a individuos de H. sp. 1, porém internamente a morfologia das glandulas
salivares é um caractere importante na diferenciacdo destas sanguessugas, ja que as
H. sp. 1 ndo apresentam ductos salivares distintos da massa compacta de glandulas
associada a base da faringe. Este é um caractere que diferencia estes animais, ndo

s6 de membros de H. eichhorniae, mas de grande parte das espécies do género.
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Figura 22. Haementeria sp. 1. A. Vista dorsal. B. Regi&o anterior, vista ventral. C. Regido da
cabeca, vista dorsal. D. Morfologia interna, disseccao ventral. E. Regido genital, vista ventral.
DE: ductos ejaculatérios; GF: gonoporo feminino; GM: gondporo masculino; O: ocelos; Ov:

ovarios.

0.2mm

1 mm

0.1 mm

Fonte: préprio autor

50



Figura 23. Esquema da morfologia interna de interna de Haementeria sp. 1. A. Morfologia
interna geral, vista ventral, complexo salivar e parte do sistema reprodutor masculino
omitidos. B. Detalhe do sistema reprodutor masculino, vista ventral. C. Detalhe do complexo
salivar, vista ventral. A: atrio; Cl: cecos intestinais; DE: ductos ejaculatorios; Es: es6fago; EsA:
orgdos esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofdgicos posteriores; F: faringe; G: ganglios;
GA: glandulas salivares anteriores; GP: glandulas salivares posteriores. Ov: ovarios; ST:

sacos testiculares; UC: Ultimo par de cecos gastricos.

A B A

Fonte: préprio autor

51



Haementeria sp. 2
Material examinado: Mato Grosso do Sul: Miranda, 01 espécime, Out/2011.

Diagnose: um par de ocelos em lll, em virgula, proximos entre si; 8-9 tubérculos em
cada anel primario; 6 linhas longitudinais de érgaos de Lang na superficie dorsal dos
a2; gonoporos separados por um anel primario; segmentos da regido mediana do
corpo compostos por trés anéis primarios, [(bl+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre,
[(@al)+(a2)+(b5+b6)] no dorso; 2 pares de glandulas salivares, par anterior esférico,
par posterior alongado, subdividido em duas subunidades; 7 pares de cecos gastricos,
primeiro par bifurcado, ultimo par ndo formando trajeto descendente; curva pré-atrial
dos ductos ejaculatérios ausente; 6 pares de testiculos.

Formato do corpo: comprimento maximo 18 mm; largura méxima 7 mm; corpo
lanceolado, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida,
triangular, margens dos anéis evidentes; cabeca afilada, conspicua, triangular;
ventosa posterior bem desenvolvida, largura maxima 3 mm.

Figura 24. Segmentos da regido mediana do corpo de Haementeria sp. 3, vista dorsal. L:
orgdos de Lang; T: tubérculos.
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Fonte: préprio autor
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Morfologia externa: corpo esverdeado, sem detalhes de pigmentacdo no dorso ou
no ventre; 5-9 tubérculos em cada anel primario (figura 24), sem padrao metamérico;
6 linhas longitudinais de 6rgédos de Lang, em cada a2 (figura 24); um par de ocelos
em Il (figura 25A), em virgula; 6rgado nucal ausente; escudo nucal ausente; poro bucal
na porcdo anterior da ventosa anterior; gonéporos separados por um anel primario,
masculino em Xl b2/a2, feminino em Xl a2/b5; segmentos I-V compostos por um
total de 8 anéis; segmento VI com 3 anéis primarios, [(a2)+(al)+(b5+b6)], anel
primario a3 com uma subdivisdo pouco marcada no dorso e no ventre; segmentos
VII-XXIII com 3 anéis primarios, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre,
[(@al)+(a2)+(b5+b6)] no dorso; segmentos XIV-XVII compostos por 3 anéis primarios,
[(al)+(a2)+(a3)] no dorso e no ventre.

Morfologia interna: faringe formando uma curva em XIlI; bulbo faringeo em XiIlI; dois
pares de glandulas salivares compactas em XI/XII (figuras 25C e 26B); par anterior
esférico, conectado ao bulbo faringeo por um par de ductos independentes; par
posterior alongado, conectado por ductos ao bulbo faringeo, subdivido em duas
subunidades; 2 pares de 6rgaos esofagicos em Xll, conectados ao es6fago por 1 par
de ductos comuns; 7 pares de cecos gastricos arborescentes (figura 26A), primeiro
par bifurcado, ultimo par sem trajeto descendente; 4 pares de cecos intestinais;
sistema reprodutor masculino formado por atrio, localizado anteriormente ao ganglio
XIl; curva pré-atrial ausente (figura 26C); porcdo ascendente dos ductos ejaculatorios
formando um complexo sistema de curvas (figura 26C); 6 pares de sacos testiculares
(figura 26A), primeiro par em XII/XIV, dltimo par em XVIII/XIX; ovérios simples,

formando um grosso anel ao redor do corddo nervoso ventral.

53



Figura 25. Haementeria sp. 2. A. Regiao da cabeca, vista dorsal. B. ventosa posterior,
vista dorsal. C. Dissecco da regido das glandulas salivares, vista ventral. An: Anus;

GA: Glandulas salivares anteriores; GP: Glandulas salivares posteriores; O: ocelos.

Fonte: préprio autor
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Figura 26. Esquema da morfologia interna de Haementeria sp. 2. A. Morfologia interna geral,
vista ventral, complexo salivar e parte do sistema reprodutor masculino omitidos. B. Complexo
salivar, vista ventral. C. Sistema reprodutor masculino, vista ventral. A: atrio; BF: bulbo
faringeo; CG: ceco gastricos; Cl: cecos intestinais; DE: ductos ejaculatorios; Es: esodfago;
EsA: orgdos esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofagicos posteriores; F: faringe; G.
ganglios; GA: glandulas salivares anteriores; GP: glandulas salivares posteriores; Ov: oVarios;

ST: sacos testiculares; UC: ultimo par de cecos gastricos.
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Fonte: proprio autor

55



Comentérios: o numero e disposicdo dos tubérculos dorsais de H. sp. 2, assim como
a auséncia de subdivisbes dorsais dos anéis priméarios al e a2, fazem com que
membros desta espécie sejam muito similares aos de espécies de Trachybdella.
Porém, a presenca de glandulas salivares compactas os diferencia de todos os
animais daquele género. Dentre membros de Haementeria, este padrao de disposicéo
dos tubérculos ndo é encontrado em nenhuma outra espécie, porém a subdivisdo das
glandulas salivares é compartilhada por individuos identificados neste estudo como
H. cf. brasiliensis, embora em individuos desta Ultima espécie as glandulas
subdivididas sejam as do par anterior, enquanto nos de H. sp. 2, o par posterior € que
se encontra subdividido.

Haementeria sp. 3

Material examinado: Sdo Paulo, Iporanga, PETAR — Nucleo Santana (S 24 32' 44.9"
W 48 40' 53.8"), 4 espécimes, 17/Dez/2015.

Diagnose: um par de ocelos em virgula, separados entre si; poro bucal na regido
anterior da ventosa; nove linhas longitudinais de pequenas manchas despigmentadas
no dorso; seis linhas longitudinais de areas despigmentadas em cada a2; 10 linhas
longitudinais de tubérculos ciliados (figura 27 e 29); 1 linha longitudinal mediano-
dorsal de tubérculos achatados (figura 27); gondéporos separados por 2 anéis
primarios; segmentos da regido mediana do corpo trianulados,
[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre, [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso; dois pares
de glandulas salivares, tubulares, indivisas; 7 pares de cecos gastricos arborescentes;
ductos ejaculatérios simples, sem curvas no trajeto ascendente.

Formato do corpo: comprimento maximo 11-29 mm; largura maxima 3-5 mm; corpo
sublanceolado, as vezes subcilindrico, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior
bem desenvolvida, triangular; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada;
cabeca distinta, triangular; ventosa posterior bem desenvolvida, largura maxima 2

mm.
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Figura 27. Segmentos da regido mediana do corpo de Haementeria sp. 3. L: 6rgdos de Lang;

MC: manchas circulares; T: tubérculos; TP: tubérculos pequenos.
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Fonte: préprio autor

Morfologia externa: corpo azulado quando vivo; cilios distribuidos irregularmente
pela superficie do corpo, linha longitudinal mediano-dorsal de pequenas manchas
circulares despigmentadas em cada anel primario; 1 par de linhas longitudinais
paramedianas de pequenas manchas circulares despigmentadas em cada anel
primario; 1 par de linhas longitudinais de pequenas areas despigmentadas em cada
anel al; 2 pares de linhas longitudinais em cada anel a3, 1 par paramediano e outro
paramarginal; 3 pares de linhas longitudinais de grandes manchas circulares
despigmentadas em a2, 1 par paramediano, 1 par paramarginal e outro marginal,
tubérculos dorsais dispostos sobre as machas circulares despigmentadas; 1 linha
longitudinal mediana de tubérculos ciliados achatados em cada anel primario; 1 par
de tubérculos ciliados longitudinais paramarginais em cada anel primario; 1 par de
linhas longitudinais paramedianas de tubérculos ciliados em cada al; 2 pares de
linhas longitudinais de tubérculos ciliados em cada a3, 1 par paramediano e outro
paramarginal; 3 pares de linhas longitudinais de tubérculos ciliados em cada a2, 1 par
paramediano, 1 par paramarginal e outro marginal; 4 pares de 6rgaos de Lang, 2 par
paramediano e 2 paramarginais; 1 par de ocelos em IV, em virgula, separados um do
outro; orgao nucal ausente, escudo nucal ausente, poro bucal localizado na margem

anterior da ventosa; gonéporos separados por 2 anéis primarios, masculino em Xl
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b6/XIl bl, feminino em Xl a2/b5; anus em XVII, seguido de 1 anel p6s anal;
segmentos I-Il unianulados, segmentos IlI-IV bianulados, segmentos V-XXIV
trianulados, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre, [(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso,
segmentos XXV-XXVI bianulados.

Figura 15. Haementeria sp. 3. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. C. Ventosa anterior, vista

ventral. D. Regido genital, vista ventral. O: ocelos.

Fonte: préprio autor

Morfologia interna: base da faringe em Xll; bulbo faringeo em Xll; 2 pares de
glandulas salivares compactas em XllI, tubulares (figuras 30B e 31D), indivisas, par
anterior longo, par posterior curto; 2 pares de orgaos esofagicos em XII (figuras 30B
e 31C), conectados ao es6fago por ductos independentes, par anterior cilindrico, par
posterior esférico; 7 pares de cecos gastricos arborescentes (figura 31A), primeiro par
bifurcado em XIlII, dltimo par formando trajeto descendente; 4 pares de cecos
gastricos; sistema reprodutor masculino formado por atrio anterior ao ganglio XllI, base

afilada, pouco desenvolvido (figuras 30C e 31A); curva pré-atrial dos ductos
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ejaculatorios ausente; ductos ejaculatorios simples (figura 30C), sem curvas no trajeto
ascendente; 6 pares de sacos testiculares (figura 30A); ovéarios simples, formando

anel ao redor do cordao nervoso ventral (figura 31B).

Figura 29. Microscopia eletrébnica de varredura de Haementeria sp. 3. A. tubérculos da
superficie dorsal. B. Detalhe do tubérculo dorsal, mostrando a disposi¢cdo em linha dos tufos

de cilios. C: cilios. T: tubérculos.

Fonte: proprio autor

Comentérios: membros de duas espécies se assemelham externamente aos de H.
sp. 3, pelo complexo padréao de disposicao dos tubérculos dorsais. Exemplares de H.
eichhorniae Ringuelet, 1978 e de H. helleri (Weber, 1915) possuem uma fileira
longitudinal ininterrupta de tubérculos na linha mediano-dorsal do corpo e tubérculos
laterais nos anéis primarios al e a2, em disposicdo alternada. Contudo, membros de
H. helleri possuem dois pares de tubérculos em al, enquanto os de H. sp. 3 possuem
apenas um par; além disto, os tubérculos em membros de H. helleri sdo todos
aproximadamente do mesmo tamanho.

Individuos pertencentes a H. eichhorniae apresentam um padréo de disposi¢ao
de tubérculos muito similar ao de membros de H. sp. 3, porém diferem quanto a
morfologia interna. As glandulas salivares posteriores de sanguessugas desta
espécie sao globosas (Ringuelet, 1978, 1985), diferentes das glandulas alongadas de
exemplares de H. sp. 3. Também ha diferencas marcantes em relacdo aos ductos
ejaculatorios, que sao retos em membros de H. sp. 3, enquanto nos de H. eichhorniae,
assim como nos espécimes de todas as demais espécies deste género, os ductos
apresentam um trajeto ascendente e outro descendente (Ringuelet, 1978,1985).
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Figura 30. Esquema de Haementeria. sp. 3. A. Morfologia interna geral, vista ventral,

complexo salivar e parte do sistema reprodutor masculino omitidos. B. detalhe do complexo

salivar, vista ventral. C. Detalhe do sistema reprodutor masculino, vista ventral. A: atrio; BF:

bulbo faringeo; CG: cecos géstricos; Cl: cecos intestinais; DE: ductos ejaculatérios; Es:

esOfago; EsA: érgdos esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofagicos posteriores; F: faringe;

G: ganglios; GA: glandulas salivares anteriores; GP: glandulas salivares posteriores; Ov:

ovarios; UC: ultimo par de cecos gastricos.
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Figura 31. Tomografia computadorizada de Haementeria sp. 3. A. Corte transversal
com a parede do corpo atenuada digitalmente mostrando a base do atrio. B. Corte
transversal mostrando o anel da base do ovario. C. Corte horizontal mostrando os
dois pares de oOrgaos esofagicos. D. Corte horizontal mostrando a regido das
glandulas salivares. A: atrio; BF: bulbo faringeo; CG: cecos gastricos; EsA: 6rgaos
esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofagicos posteriores; GA: glandulas salivares

anteriores; Ov: ovarios.

Fonte: proprio autor
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Haementeria sp. 4.

Material examinado: Mato Grosso do Sul: Miranda, 04 espécimes, Out 2011.

Diagnose: um par de ocelos em lll, circulares, préximos entre si, parcialmente
cobertos por tegumento; poro bucal terminal, na regidao anterior da ventosa oral,
tubérculos ausentes; gonoporos separados por 1 anel primario; segmentos da regido
mediana do corpo trianulados, [(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)] no  ventre,
[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso; 1 par de glandulas salivares cilindricas,
indivisas; 7 pares de cecos gastricos, primeiro par ndo bifurcado, ultimo par formando
trajeto descendente; ductos ejaculatorios formando curva pré-atrial; 6 pares de sacos
testiculares.

Formato do corpo: comprimento 6-9 mm; largura maxima 2-3 mm; corpo
sublanceolado, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida,
triangular; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada; ventosa posterior
bem desenvolvida, largura maxima 1-2 mm.

Morfologia externa: corpo uniformemente amarelado; sem padrdes de pigmentacao
no dorso ou no ventre; tubérculos ausentes no dorso e no ventre; 6rgdos de Lang
ausentes; um par de olhos em lll, circulares, proximos entre si, parcialmente cobertos
por tegumento; glandula nucal ausente; escudo nucal ausente; poro bucal terminal,
na regiao anterior; gonéporos separados por 1 anel primario (figura 32C), masculino
em Xl b6/XIl b1, feminino em XII b2/a2; 1 anel pés anal; segmentos |-V com total de
7 anéis; segmentos VI-XXIV trianulados, [(bl+b2)+(a2)+(b5+b6)] no ventre,
[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)] no dorso, segmentos XXV-XVII bianulados.

Morfologia interna: faringe formando uma curva em XII; bulbo faringeo em XllI; 1 par
de glandulas salivares compactas (figura 33B), cilindricas, grossas, indivisas,
conectadas a regido lateral do bulbo faringeo por um ducto comum; 2 pares de 6rgaos
esofagicos em XII/XIlI (figura 33B), conectados ao eséfago por ductos independentes,
par anterior arredondado, par posterior cilindrico; 7 pares de cecos gastricos sem
ramificages (figura 33A), primeiro par em XllII, ultimo par em XIX, formando trajeto
descendente; 4 pares de cecos intestinais, voltados anteriormente; sistema
reprodutor masculino formado por atrio anterior ao ganglio XlI (figura 33C); ductos
ejaculatérios formando curta curva pré-atrial; porcdo ascendente dos ductos

ejaculatérios com 6 curvas (figura 33C), estendidas de Xll a XllI; 6 pares de sacos
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testiculares (figura 33A); ovarios simples, formando anel ao redor do cordao nervoso

ventral.

Figura 32. Haementeria sp. 4. A. Vista dorsal. B. Regido anterior, vista ventral. C. Esquema

do segmento XII mostrando os gondéporos, vista ventral. GF: gondporo feminino; GM:

gondporo masculino.

o T
N =

o
w

(——

o
(o)}

Fonte: préprio autor
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Figura 33. Esquemas de Haementeria sp. 4. A. morfologia geral, vista ventral, complexo
salivar e parte do sistema reprodutor masculino omitidos. B. Detalhe do complexo salivar,
vista ventral. C. Detalhe do sistema reprodutor masculino, vista ventral. A: atrio; BF: bulbo
faringeo CG: cecos gastricos; Cl: cecos intestinais; DE: ductos ejaculatérios; EsA: 6rgéos
esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofdgicos posteriores; F: faringe; G: ganglios; Gl:

glandulas salivares; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares; UC: Ultimo par de cecos gastricos.
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Comentarios: Membros de H. sp. 4 podem ser confundidos com animais
pertencentes ao género Helobdella, devido ao tamanho e localiza¢cdo dos gondporos.
Porém, o padrdo de anelacao tipico de Haementeria e o complexo salivar justificam
0 posicionamento da espécie neste género. Dos membros de Haementeria que
apresentam gonoporos separados por apenas 1 anel, membros de H. molesta
(Cordero, 1934) também tém o dorso pouco ornamentado, com apenas uma fileira
mediano-dorsal de tubérculos pouco salientes, além dos 6rgéos de Lang; todavia, nos
animais desta espécie, 0s gondporos séo separados pelo anel XIl al e ha dois pares
de glandulas salivares, enquanto em exemplares de H. sp.5 os gondporos sdo
separados pelo anel XIl a2 e ha um Unico par de glandulas salivares compactas. Com
relacdo a este ultimo caractere, a espécie norte-americana H. officinalis de Filippi,
1849 é a Unica outra do género cujos membros possuem apenas um par de glandulas
salivares. Contudo, ha muitas diferencas entre membros de H. officinalis e de H. sp.
5, como, por exemplo, a posi¢cdo dos gonoporos, o nimero de sacos testiculares e a

conexdo dos orgaos esofagicos com o esdfago (Ringuelet, 1976, 1985).

Placobdella Blanchard, 1893

Diagnose: tubérculos dorsais presentes, dispostos em fileiras longitudinais ou sem
padrdo metameérico; 6rgdos de Lang ausentes; segmentos da regido mediana do
corpo compostos por 2 ou 3 anéis, faces ventral e dorsal [(@l+a2)+(a3)] ou
[(al)+(a2)+(a3)]; gondporos separados por 1 anel priméario; 1 par de O6rgaos
esofagicos alongados, conectados diretamente ao esdfago; ovarios ramificados, anel

ao redor do cordao nervoso ventral ausente.

Comentérios: a diagnose acima é baseada nas espécies norte-americanas do
género e inclui os caracteres morfologicos apontados por Oceguera-Figueroa (2012).
As espécies abaixo ndo possuem os caracteres tipicos deste género, porém seus
géneros originais, Trachybdella e Oligobdella, foram sinonimizados com Placobdella
por Cordero (1936) e Siddall et al. (2005), respectivamente. Os caracteres
morfolégicos apresentados sugerem uma forte relacdo destas espécies com

Haementeria. Para maior detalhamento, ver a secdo 4.4 e 4.3.
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Chave para identificacdo das espécies de Placobdella registradas no territério
brasileiro!!

la. Segmentos da regidao mediana do corpo formados por 2 anéis [(al + a2) + (a3)] .

.................................................................................................................................... 2
1b. Segmentos da regido mediana do corpo compostos por 3 anéis [(al) + (a2) + (a3)]
.................................................................................................................................... 3
2a. Sulco transversal em (al + @2) QUSENTE.........cceevviriiiiiiiiiiieee e e e P.sp.2
2b. Sulco transversal em (al + a2) presente........... P. columbiensis (Ringuelet, 1972a)
3a. Gonodporo masculino em Xl a3/Xll (al+a2), gonoporo feminino em XII a3/XIll
(al+a2) 5 fileiras longitudinais de tubérculos ............cccccovvivnnnen.. P. striata Oka, 1932

3b. Gondporo masculino em Xl a3/Xll (al+a2), gonéporo feminino Xll (al+a2)/a3 no

minimo 7 fileiras longitudinais de tubErculos ...........cccceeeiiiiiiiiii i 4

4a. Sete fileiras longitudinais de tubérculos grandes, fileiras adicionais de tubérculos
pequenos podem estar presentes; cinco pares de sacos testiculares ....................... 5
4b. Nove fileiras longitudinais de tubérculos grandes, fileiras adicionais de tubérculos

pequenos estdo presentes; 6 pares de sacos testiculares ............ccoccveeuneene. P.sp. 1

5a. Sete fileiras longitudinais de tubérculos grandes, pouco visiveis, sem tubérculos
peguenos entre 0s tubérculos principais.............cccccevvevnnns P. maculata (Weber, 1915)
5b. Sete fileiras longitudinais de tubérculos grandes, entremeados por inidmeros

tUDErcUlOS PEQUENODS. ... P. bistriata (Pinto, 1912b)

11 as espécies nao analisadas neste trabalho foram incluidas na chave baseado na
literatura (Cordero, 1936; 1937; Pinto, 1923; 1920b; Ringuelet, 1972a; 1985).
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Placobdella columbiensis (Ringuelet, 1972a)

Material examinado: Roraima: Parque Nacional do Virua, 1 espécime (MZUSP

205), data de coleta desconhecida.

Diagnose: um par de ocelos em II, proximos entre si, praticamente fundidos,
formando mancha ocelar Unica; poro bucal na regido anterior da ventosa; manchas
paramarginais escuras ausentes, em ambas as faces; 15-18 linhas longitudinais de
pequenos tubérculos no dorso; 5 fileiras longitudinais de tubérculos grandes no dorso
de (al+a2) e a3, 1 fileira mediano dorsal, 1 par paramediano e 1 par lateral; 6rgaos
de Lang ausentes; gondporos separados por 1 anel (al+a2); segmentos da regiao
mediana do corpo bianulados, [(al+a2)>(a3)], sulco transversal nos anéis (al+a2).

Figura 34. llustracdo dos segmentos da regido mediana do corpo de Placobdella
columbiensis, vista dorsal. T: tubérculos; TP: tubérculos pequenos.
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Fonte: préprio autor

Formato do corpo: comprimento maximo 6 mm; largura maxima 4 mm; corpo
lanceolado, achatado dorso-ventralmente, face ventral cbncava; ventosa anterior bem
desenvolvida, triangular; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada; cabeca
triangular; ventosa posterior bem desenvolvida, terminal.

Morfologia externa: corpo uniformemente amarelado, sem detalhes na
pigmentacdo; manchas metaméricas ausentes em ambas as faces; 5 fileiras
longitudinais de tubérculos dorsais grandes nos anéis (al+a2) e a3, 1 mediano-dorsal,

1 par paramediano e 1 par paramarginal; 15-18 fileiras longitudinais de pequenos
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tubérculos dorsais, entre as fileiras principais de tubérculos grandes (figuras 34 e
35B); 6rgdos de Lang ausentes; um par de ocelos em IlI, praticamente fundidos,
formando mancha ocelar mediana unica (figura 35C); poro bucal na regiao anterior
da ventosa; gonoporos separados por 1 anel (al+a2), masculino em Xl a3/XIl
(al+a2), feminino em XIl (al+a2)/a3; &nus em XVII, seguido por um anel pés anal
(figura 35D); segmentos I-IV unianulados; segmentos V-XXVII bianulado,

[(al+a2)>(a3)] em ambas as faces, com sulco transversal dorsal, nos anéis (al+a2).

Comentérios: duas espécies bianuladas da América do Sul apresentam padrbes
complexos de disposic¢édo de tubérculos no dorso: P. cheloniae (Ringuelet, 1978) e P.
columbiensis (Ringuelet, 1972a). A primeira, apresenta 7-9 fileiras de tubérculos
longitudinais nos anéis (al+a2) e a3, sendo uma mediano-dorsal, dois pares
paramedianos e 2-3 pares laterais. Além disso, Ringuelet (1978, 1985) descreveu trés
pares de sensilas em formato de tubérculos diminutos na segunda metade dos anéis
(al+a2), provavelmente correspondendo aos 6rgdos de Lang, que sdo facilmente
observaveis em Haementeria, género ao qual aqueles animais devem estar
proximamente relacionados, caso espécies bianuladas da América do Sul formem um
clado monofilético de posicionamento semelhante aquele obtido por Oceguera-
Figueroa (2012). Para membros de P. columbiensis, Ringuelet (1972a, 1985)
descreveu sete fileiras longitudinais de tubérculos, cinco fileiras nos anéis (al+a2) e
duas fileiras nos anéis a3. Porém, o numero e localizacao das fileiras principais de
tubérculos nos anéis a3 sdo imprecisas, ja que os tubérculos principais sao facilmente
confundidos com os tubérculos pouco pronunciados presentes por toda a superficie
do corpo de animais pertencentes a esta espécie. Outro caractere importante descrito
em Ringuelet (1972a) € o sulco transversal presente no dorso dos anéis (al+a2), que
serve como evidéncia da fusdo dos anéis al e a2, tipica de membros do atualmente
nao-valido género Oligobdella. Apesar dos tubérculos presentes em a3 do individuo
estudado estarem deslocados em relacdo a descricdo original apresentada por
Ringuelet (1972a), esta variagdo ocorre em um caractere pouco fixado de acordo com
0 proprio autor. A morfologia interna desta espécie nao foi descrita neste trabalho,
pois o Unico espécime disponivel (MZUSP 205) ja se encontrava muito dissecado,

impossibilitando as observacoes.
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Figura 35. Placobdella columbiensis. A. Vista ventral. B. Vista dorsal. C. Regido da
cabeca, vista dorsal. D. Regido posterior, vista dorsal. O: ocelos; T: tubérculos

grandes; TP: tubérculos pequenos.

Fonte: préprio autor
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Placobdella maculata Weber, 1915

Material examinado: Piaui: Caracol, Parque Nacional das Confusdes, 33 espécimes
(MZUSP 0234), Jan 2002.

Diagnose: um par de ocelos em lll, puntiformes, bem separados entre si; poro bucal
na regido anterior da ventosa; mancha escura semicircular na regiao nucal; um par
de manchas paramarginais escuras no ventre de cada a2; 7 linhas longitudinais de
tubérculos; gondporos separados por 1 anel primério; segmentos da regido mediana
do corpo formados por 3 anéis primérios, [(al)+(a2)+(a3)]; glandulas salivares
difusas; 7 pares de cecos gastricos, primeiro par ramificado anteriormente, pares 2-6
simples, ultimo par formando trajeto descendente ramificado; ductos ejaculatérios
pouco dobrados, 5 pares de sacos testiculares.

Formato do corpo: comprimento maximo 7-13 mm; largura maxima 2-6 mm; corpo
lanceolado, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida,
triangular; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada; cabeca triangular;
mais fina do que o resto do corpo; ventosa posterior bem desenvolvida, ventral,
largura maxima 3-6 mm.

Figura 36. Microscopia eletronica de varredura de Placobdella maculata. A. Morfologia dos

tubérculos dorsais. B. Cilios presentes na regido central de cada tubérculo dorsal. C: cilios;

T: tubérculo.

Fonte: préprio autor
Morfologia externa: corpo uniformemente amarelado; manchas marginais escuras
no dorso e no ventre em cada a2 dos segmentos pos nucais (figuras 37A, 37B e 38C);
mancha escura semicircular na regidao nucal (figura 37A); 1 par de manchas
paramarginais escuras no ventre, em cada a2; 7 linhas longitudinais de tubérculos
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ciliados (figuras 36, 37A e 38C), 1 linha mediano-dorsal e 2 pares paramedianos, em
todos os anéis primarios, um par paramarginal nos a2; 6rgaos de Lang ausentes; um
par de ocelos em llI (figura 37D), puntiformes, bem separados entre si; poro bucal
subterminal, na borda anterior da ventosa; gonoporo masculino em Xll al/a2;
gonoporo feminino em XIl a2/a3, separados por 1 anel primario (figura 37C); &nus em
XXVII (figura 37E), seguido de 1 anel pos-anal; segmentos I-lll unianulados;
segmento IV bianulado, segmentos V-XXIV trianulados, [(al)+(a2)+(a3)], segmentos
XXV-XXVII bianulados.

Morfologia interna: base da faringe em XII/XIII; bulbo faringeo ausente; glandulas
salivares difusas, estendidas de X a Xll; ducto comum das glandulas salivares em
X/XI; dois pares de Orgaos esofagicos esféricos conectados ao eséfago por tubos
independentes finos (figura 38A, 39C e 39D), par anterior em X, par posterior em XI;
7 pares de cecos gastricos (figura 38A e 39A), primeiro par em XlIl, com um ramo
secundario, ultimo par em XIX, formando trajeto descendente, de XIX a XXII,
ramificado em 4 lobos; 4 pares de cecos intestinais curtos; sistema reprodutor
masculino formado por atrio localizado anteriormente ao ganglio Xll, posicionado
dorso-ventralmente; curvas pré-atriais dos ductos ejaculatorios ausentes (figura 38B);
porcdo ascendente dos ductos ejaculatorios formada por 2 dobras em Xll; 5 pares de
sacos testiculares (figura 38A), primeiro par em XIII/XIV, dltimo par em XVII/XVIII;

ovarios simples, curtos, formando um anel em volta do corddo nervoso ventral.

Distribuicdo geogréfica: PERU. Rio Pacaya (Shain et al., 2007). BRASIL. Piaui,
Caracol. Rio Grande do Sul, Porto Alegre (Avida-Goulart, 1963).
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Figura 37. Placobdella maculata. A. vista dorsal. B. vista ventral. C. vista ventral da regido
genital mostrando os gonoporos, animal corado com azul de metila. D. regido da cabeca,
mostrando os ocelos. E. regido posterior mostrando o anus, animal corado com azul de metila.
An: anus; GF: gonéporo feminino; GM: gonéporo masculino; MC: manchas circulares; MM:
manchas marginais; O: ocelos; SC: manchas semicirculares; T: tubérculos.

Fonte: préprio autor
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Figura 38. Placobdella maculata. A. esquema da morfologia interna, vista ventral, parte do
sistema reprodutor masculino omitida (ndo representada). B. sistemas reprodutores
masculino e feminino. C. esquema dos segmentos da regido mediana do corpo. A: atrio; CG:
cecos gastricos; Cl: cecos intestinais; DE: ductos ejaculatérios; DS: ductos salivares; EsA:
orgdos esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esofdgicos posteriores; F: faringe; G: ganglios;
GD: glandulas salivares difusas; MC: manchas circulares; MM: manchas marginais; Ov:

ovarios; ST: sacos testiculares; T: tubérculos; UC: Ultimo par de cecos gastricos.
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Fonte: préprio autor
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Figura 39. Tomografia computadorizada, Placobdella maculata. A. Vista dorsal dos cecos
gastricos isolados. B. vista dorsal dos segmentos da regido mediana do corpo, mostrando a
disposigcéo dos tubérculos. C. corte transversal mostrando os 6rgédos esofagicos anteriores.
D. Corte horizontal da regido do segmento XIl. CG: cecos gastricos; EsA: 6érgaos esofagicos
anteriores; EsP: o6rgdos esofagicos posteriores; GD: glandulas salivares difusas; T:

tubérculos.

Fonte: préprio autor
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Comentarios: Membros de P. maculata sdo semelhantes a animais identificados
como Placobdella por Ringuelet (1985), cujas diferencas interespecificas sdo muito
sutis. Membros de P. bistriata (Pinto, 1920b) possuem sete linhas longitudinais de
tubérculos grandes intercaladas com seis linhas longitudinais de tubérculos
pequenos, em todos os anéis primérios, na face dorsal, e nenhum tubérculo
pigmentado é descrito no ventre nos animais desta espécie. Membros de P. striata
Oka, 1932 nao tiveram a sua morfologia interna descrita, contudo seus gonoporos
sdo separados por dois anéis primarios, diferenciando-os facilmente exemplares de
P. maculata, onde os gondporos séo separados por apenas um anel. Os caracteres
apresentados pelos espécimes examinados neste estudo sao consistentes com os de

membros de P. maculata, de acordo com a descricdo de Ringuelet (1985).

Placobdellasp. 1

Material examinado: Ceara: Jardim, 31 espécimes, em Mesoclemmys tuberculata
(CHI 06, CHI 07), 2011. Paraiba: Alhandra, Fabrica de Cimentos Elizabeth 1
espécime, em Caiman latirostris (CHI 15), 2015; Pernambuco: Serra Talhada, 2
espécimes, em Phrynops geoffroanus (CHI 02, CHI 23), 2014; Camaragibe, Privé
Vermont, 66 espécimes, em Phrynops geoffroanus (CHI 05), 2014; Camaragibe, Privé
Vermont, 1 espécime, em Phrynops geoffroanus (CHI 10), 2010; Sergipe: Poco
Redondo, 16 espécimes, em Mesoclemmys tuberculata (CHI 35), 2014; Tobias
Barreto, 4 espécimes, em Mesoclemmys tuberculata (CHI 36, CHI 37, CHI 38), 2014.

Diagnose: um par de ocelos em Il, em virgula, bem separados entre si; poro bucal na
regido anterior da ventosa; mancha escura semicircular na regido nucal; 1 par de
manchas paramarginais escuras no ventre e no dorso de cada a2; 9 linhas
longitudinais de tubérculos grandes; 1 par de linhas longitudinais de 6rgaos de Lang
em a2; gondporos separados por 1 anel primario; segmentos da regido mediana do
corpo formados por 3 anéis primarios, [(al)+(a2)+(a3)]; glandulas salivares difusas; 7
pares de cecos gastricos, primeiro par bifurcado, pares 2-6 simples, ultimo par
formando trajeto descendente ramificado; curva pré-atrial presente; 6 pares de sacos

testiculares.
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Formato do corpo: comprimento maximo 5-47 mm; largura maxima 4-19 mm; corpo
lanceolado, achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida,
triangular; margens dos anéis triangulares, destacadas do corpo; cabeca
arredondada; ventosa posterior ventral, terminal, largura maxima 2-5 mm.
Morfologia externa: um par de manchas circulares dorsais e ventrais em a2 (figuras
41A, 41C e 42C); 9 linhas longitudinais de tubérculos ciliados grandes, intercalados
por inameros tubérculos pequenos (figuras 40B, 40C, 40A e 42C), 1 linha mediano-
dorsal, 1 par paramediano, 2 pares paramarginais e 1 par marginal em cada anel
primério, tubérculos da fileira paramarginal externa dos a2 deslocados para a
margem; érgaos de Lang em cada a2, entre os tubérculos marginais e paramarginais,
sobrepostos as manchas circulares; tubérculos ventrais presentes, sem padrdo
definido; um par de ocelos em Il, em virgula, bem separados entre si; poro bucal na
margem anterior da ventosa anterior; gonoporos separados por 1-1.5 anel primario
(figura 41E), masculino em Xll al/a2 ou Xll a1, feminino em Xll a2/a3; anus em XVII,
no meio do anel; segmento | unianulado, retangular; segmento Il também unianelado;
segmentos llI-1V bianulados; segmento V trianulado, com divisdo entre al e a2 pouco
marcada; segmentos VI-XXIII trianulados, ([al]+[a2]+[a3]); segmentos XXIV-XXV
bianulados, ([al]+[a2+a3]); segmentos XVI-XVII unianulados.

Morfologia interna: faringe formando uma curva em Xll; base da faringe em XIl;
bulbo faringeo ausente; glandulas salivares difusas de X a XIll, conectadas a base da
faringe por 1 par de ductos comuns, estendendo-se de X a XllI; 2 pares de érgaos
esofagicos, em X e Xl (figura 42A e 43B), esféricos, conectados ao eséfago por 1 par
de ductos comuns finos; 7 pares de cecos gastricos (figura 42A), primeiro par em XIlII,
com ramificacéo ascendente, pares 2-6 nao ramificados, ultimo par de cecos gastricos
ramificados em 3 lobos secundarios, formando trajeto descendente; 4 pares de cecos
intestinais simples; sistema reprodutor masculino formado por éatrio localizado
anteriormente ao ganglio Xll (figuras 41B, 41F, 43D); ductos ejaculatérios altamente
variaveis (figuras 41B, 41F e 42B), formados apenas por por¢do ascendente, com
curva curta em Xll, as vezes com segunda curva em XIlI/XIll; ductos ejaculatérios
formando uma ampla curva pré-atrial; 6 pares de sacos testiculares de XII/XIV a
XVII/XIX (figura 42A), pouco conspicuos; ovarios simples (figura 41B), posteriores a

XIlI, base formando anel ao redor do cordao nervoso ventral (figura 43D).
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Figura 40. Microscopia eletrénica de varredura de Placobdella sp. 1. A. Face dorsal do corpo,
mostrando a disposi¢cdo dos tubérculos. B. Morfologia geral do tubérculo. C. Detalhe da
morfologia do tubérculo mostrando o tufo de cilios no &pice. D. regido da cabe¢a mostrando

o formato do primeiro segmento do corpo. C: cilios; T: tubérculos.

Fonte: préprio autor
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Comentérios: membros de P. sp. 1 assemelham-se a individuos identificados por
Ringuelet (1985) como pertencentes a trés espécies do género Placobdella: P. striata,
P. bistriata e P. maculata. Estas espécies apresentam glandulas salivares difusas no
parénquima, uma caracteristica incomum para as sanguessugas parasitas
encontradas na América do Sul. Contudo, membros de P. striata diferem dos de P.
sp. 1 pela posi¢céo dos gondéporos masculino e feminino, que séo separados por dois
anéis, ao invés de 1-1.5 anel, e por apresentarem cinco pares de sacos testiculares
(Ringuelet, 1985), ao invés de 6, como em membros de P. sp. 1.

Poucos estudos tratam da morfologia de P. maculata, portanto as comparacoes
feitas neste trabalham baseiam-se principalmente nas observagfes dos espécimes
estudados. Externamente, membros de P. maculata possuem sete linhas
longitudinais de tubérculos, enquanto os de P. sp. 1 apresentam nove linhas
longitudinais. Ha, ainda, diversas diferencas internas que distinguem os individuos
destas duas espécies, como por exemplo o formato dos ductos ejaculatérios, que sédo
complexos em membros de P. sp. 1 e com apenas duas voltas nos de P. maculata.

Das trés espécies citadas, cujos representantes se assemelham aos de P. sp.
1, os de P. bistriata sdo os que tém a morfologia melhor descrita, principalmente
gracas ao trabalho de Cordero (1936), no qual o autor redescreve trés espécies
descritas por César Pinto. Segundo o autor, ha sete fileiras longitudinais de tubérculos
de forma regular em todos os anéis primarios, descricdo consistente com a de Pinto
(1920, 1923). Em exemplares de P. sp 1., por outro lado, h&a nove fileiras longitudinais
de tubérculos.
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Figura 41. Placobdella sp. 1. A. Vista dorsal dos segmentos da regido mediana do corpo. B.
Dissecc¢do ventral da regido genital. C. vista ventral dos segmentos da regido mediana do
corpo. D. Face dorsal da regido da cabeca. E. vista ventral da regido genital, mostrando a
posicdo dos gondporos. F. disseccao ventral da regido genital, mostrando a variagdo dos
ductos ejaculatorios (comparar com figura 40B). A: atrio; DE: ductos ejaculatorios; G:
ganglios; GD: glandulas salivares difusas: GF: gon6poro feminino; GM: gonéporo masculino;

MC: manchas circulares; O: ocelos; Ov: ovarios; T: tubérculos.

Fonte: préprio autor
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Figura 42. Placobdella sp 1. A. Esquema da morfologia interna, vista ventral, partes dos
sistemas reprodutores masculino e feminino omitidas. B. Esquema do sistema reprodutor
masculino. C. Esquema da face dorsal dos segmentos da regido mediana do corpo. A: atrio;
CG: cecos gastricos; Cl: cecos intestinais; DE: ductos ejaculatérios; Es: esdfago; EsA: érgaos
esofagicos anteriores; EsP: 6rgdos esoféagicos posteriores; F: faringe; G: ganglios; GD:
glandulas salivares difusas; MC: manchas circulares; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares; T:

tubérculos; UC: dltimo par de cecos gastricos.
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Fonte: préprio autor
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Figura 43. Tomografia computadorizada de Placobdella sp. 1. A. Vista ventral dos cecos
gastricos. B. Regido do complexo salivar, vista ventral. C. Corte transversal da regido genital,
mostrando o atrio. D. Corte transversal da regido genital, mostrando a base do ovério. A: atrio;
CG: cecos gastricos; EsA: 6rgaos esofagicos anteriores; EsP: 6rgaos esofagicos posteriores;

GD: glandulas salivares difusas; Ov: ovarios.

Fonte: préprio autor.
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Placobdella sp. 2

Material examinado: Roraima: Parque Nacional do Virua, 4 espécimes (MZUSP
206), data de coleta desconhecida. Roraima: Parque Nacional do Virua, 5 espécimes
(MZUSP 207), data de coleta desconhecida.

Diagnose: um par de ocelos em Il, circulares, separados entre si; poro bucal na regiao
anterior da ventosa; manchas paramarginais escuras ausentes em ambas as faces;
8-10 linhas longitudinais de tubérculos no dorso; 6rgédos de Lang ausentes; gondporos
separados por 1 anel (al+a2); segmentos do meio do corpo bianulados,
[(al+a2)>(a3)]; bulbo faringeo presente; 2 pares de glandulas salivares compactas; 2
pares de érgdos esofagicos conectados ao es6fago por ductos comuns; 6 pares de
cecos gastricos; curva pré-atrial ausente; por¢do ascendente dos ductos ejaculatérios

formando 4 curvas; 6 pares de sacos testiculares.

Figura 44. Esquema dos segmentos da regido mediana do corpo de Placobdella sp. 2. T:

tubérculos.
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Fonte: proprio autor

Formato do corpo: comprimento maximo 4-7 mm; largura maxima 1-4 mm; corpo
lanceolado, achatado dorso-ventralmente, face ventral cOncava; ventosa anterior bem
desenvolvida, triangular; margens dos anéis evidentes; regido anterior afilada; cabeca

triangular; ventosa posterior bem desenvolvida, terminal, largura maxima 1-3 mm.
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Morfologia externa: corpo uniformemente amarelado, sem detalhes na
pigmentagcdo; manchas metaméricas ausentes no dorso e no ventre; 8-10 linhas
longitudinais de tubérculos nos anéis (al+a2) (figura 44); tubérculos ausentes no
ventre; orgdos de Lang ausentes; um par de ocelos em Il (figura 45C), quase
inconspicuos, circulares, préximos entre si; poro bucal na regido anterior da ventosa;
gonoporos separados por um anel (al+a2) (figura 45D), masculino em Xl a3/XIl
(al+a2), feminino em Xl (al+a2)/a3; anus em XXVIl seguido de 1 anel pos-anal;
segmentos I-1V unianulados; segmentos V-XXVII: bianulados, anéis primarios al e a2
fundidos em anel Unico, [(al+a2)>(a3)], em ambas as faces.

Morfologia interna: curva na base da faringe presente, em Xll; bulbo faringeo
presente; 2 pares de glandulas salivares compactas (figura 46B), par anterior ovalado,
em XIllI, conectado a base da faringe por finos ductos salivares independentes, par
posterior esférico, em Xll, conectado diretamente ao bulbo faringeo; 2 pares de
orgaos esofagicos esféricos, em XlI (figura 46B), conectados ao es6fago por 1 par de
ductos comuns; 6 pares de cecos gastricos ndo ramificados (figura 46A), pares 1-5
sem trajeto descendente, primeiro par em XIV; ultimo par em XIX, formando longo
trajeto descendente; 4 pares de cecos intestinais simples, curtos, triangulares;
sistema reprodutor masculino formado por atrio anterior ao ganglio XllI; curva pré-atrial
dos ductos ejaculatorios ausente (figura 46C); ductos ejaculatérios enovelados,
formando 4 curvas na porcdo ascendente, grossos na regido anterior, afilados na
regiao posterior (figura 46C); 6 pares de sacos testiculares (figura 46A), primeiro par
em XII/XIV, altimo em XVIII/XIX; ovéarios simples, ndo ramificados, formando anel ao

redor do cordao nervoso ventral.
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Figura 45. Placobdella sp.2. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. C. Regido da cabeca, vista
dorsal. D. Regido genital, vista ventral. GF: gondporo feminino; GM: gonéporo masculino; O:
ocelos.

Fonte: préprio autor
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Figura 46. Esquemas de Placobdella sp. 2. A. Morfologia interna geral, vista ventral,
complexo salivar e parte do sistema reprodutor masculino omitidos. B. detalhe do complexo
salivar, vista ventral. C. Detalhe do sistema reprodutor masculino. A: atrio; BF: bulbo faringeo;
CG: cecos gastricos; Cl: cecos intestinais; DE: ductos ejaculatérios; EsA: 6rgdos esofagicos
anteriores; EsP: 6rgdos esofagicos posteriores; F: faringe; G: géanglios; GA: glandulas
salivares anteriores; GP: glandulas salivares posteriores; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares;

UC: ultimo par de cecos gastricos.
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Fonte: préprio autor
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Comentérios: Assim como em Haementeria brasiliensis sensu Cordero, 1937, os
exemplares de P. sp. 2 também possuem tubérculos dorsais pequenos. Contudo, 0s
individuos identificados neste trabalho como P. sp. 2 apresentam diferencas
significativas na morfologia interna, em relacdo a membros de H. brasiliensis sensu
Cordero, 1937, ja que sanguessugas do ultimo tdxon ndo apresentam bulbo faringeo,
possuem ductos dos Orgdos esofagicos independentes e apresentam um padrao

complexo de curvas, no enovelado dos ductos ejaculatorios.

Familia Piscicolidae Johnston, 1865
Diagnose: corpo cilindrico, as vezes dividido em traquelossomo e urossomo; clitelo
aparente; ventosa anterior destacada do corpo; poro bucal central; branquias

ausentes ou presentes; ultimo par de cecos gastricos fundido.

Chave para as espécies de Piscicolidae registradas no territério brasileiro?

la. Branquias presentes no urossomo, 3 pares por
SEOMENTO....ciiiiiiee e Branchellion cf. carvalhoi Schlenz, 197113
1D. BrANQUIAS AUSENLES ....ceeeiiiiiiiiiiiiiseie e e e e e e e e e e e et ee e ettt s s e e e e e e e aaeeaaeeeeeeesnsnnnnnes 2

2a. Traquelossomo e urossomo evidentes; traguelossomo curto, com anelacdes
pouco evidentes; gondporos separados por 2
BNEIS...ciiiiiieii e ————— Trachelobdella mulleri Diesing, 1850

2b. Tranquelossomo e urossomo pouco conspicuos, ou corpo nao dividido em regides

.................................................................................................................................... 3
3a. Vesiculas pulséateis ausentes; tubérculos ausentes.............cc........ Austrobdella sp.
3b. Vesiculas pulsateis presentes; tubérculos presentes .........ccccceeeeeeeeeeeeeeeveeeeeveennnns 4

12 as espécies ndo analisadas neste trabalho foram incluidas na chave baseado na
literatura disponivel (Furiness et al., 2007; Shlenz, 1971; Pinto, 1923; Llewellyn,
1966).

13 espécie descrita em uma tese de doutorado e nunca formalmente publicada.

86



4a. Segmentos do meio do corpo compostos por 12

ANEIS. .ttt e et Johanssonia arctica (Johansson, 1899)
4b. Segmentos do corpo COMPOSLOS POFr 3-5 ANEIS ......cccvvvvvveiiiiiiieiiie e 5
5a. Tubérculos em a2 clbicos..........ccccc....... Pontobdella macrothela Schmarda, 1861
5b. Tubérculos em a2 arredonNdadOos ...........eueiiiiiiiiiiiie e e 6

6a. Segmentos da regido mediana do corpo com formula [(al) + (a2) + (a3)], tanto
dorsal, quanto ventralmente..........ccccceeevveeeeeeneeennnn. Stibarobdella moorei (Oka, 1910)
6b. Segmentos da regido mediana do corpo com formula [(b1 + b2) + (a2) + (b5+b6)],

tanto dorsal, quanto ventralmente................cccoevvvveiiiiiniinnnns P. dispar Cordero, 1937

Austrobdella Badham, 1916

Diagnose: ocelos presentes ou ausentes; superficie do corpo lisa, tubérculos
ausentes; segmentos da regido mediana do corpo com 6-12 anéis; 1 par de glandulas
salivares alongadas em Xl, conectado diretamente a faringe; 6-7 pares de cecos
gastricos, ultimo par com trajeto descendente; 5 pares de sacos testiculares envoltos
por uma camara celémica; celoma formado por vasos celébmicos laterais, dorsal e
ventral; seios celémicos laterais do vaso ventral em posicdo segmentar; seios
celédmicos laterais do vaso dorsal em posicéo intersegmentar, conectados a camara

celdmica testicular.

Austrobdella sp.
Material examinado: Rio de Janeiro: Rio de Janeiro, 33 espécimes, Jan 2016.
Diagnose: um par de ocelos em Vlal; manchas circulares em cada a2; gondéporos
separados por 5 anéis; segmentos do meio do corpo octoanulados,
[(b1+c3+c4)+(b3+b4)+(b5+c11+c12)], em ambas as faces; 1 par de glandulas

salivares; 6 pares de cecos gastricos, ultimo par com trajeto descendente, fundidos;

intestino reto, cecos ausentes.
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Formato do corpo: comprimento maximo 16 mm; largura maxima 2 mm; corpo
cilindrico, ndo achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida,
ventral, circular (figura 45C); margens dos anéis evidentes; corpo fracamente dividido
em traquelossomo (segmentos I-XI) e urossomo (segmentos XlI-XXVII), ventosa
posterior bem desenvolvida, terminal, largura maxima 2 mm.

Morfologia externa: corpo uniformemente amarelado, 6 linhas longitudinais de
manchas despigmentadas nos b4 (figura 48C); mancha em forma de meia lua na
regido da ventosa; regido genital despigmentada; tubérculos ausentes; um par de
ocelos em Vlal; poro bucal na regido central da ventosa; gonéporos separados por 5
anéis, masculino em XI c12/XIl b1, feminino em Xl b4/ b5; segmentos I-V sem
segmentacdo evidente, formando ventosa anterior; segmentos VI-XXVII
octoanulados, [(b1+c3+c4)+(b3+b4)+(b5+c11+c12)], em ambas as faces (figura 48C).
Morfologia Interna: faringe reta, sem curva na base, esta em XII; bulbo faringeo
ausente; 1 par de glandulas salivares compactas e alongadas, em Xl (figura 48A),
conectado diretamente a faringe; estémago formado por 5 gloébulos (figura 48A), de
XIV a XVIII; 1 par de cecos gastricos desenvolvidos em XIX (figura 48A), trajeto
descendente presente, fundidos entre si; cecos intestinais ausentes; sistema
reprodutor masculino formado por atrio anterior ao ganglio Xl (figura 48B); curva preé-
atrial dos ductos ejaculatorios presente; porcdo ascendente dos ductos ejaculatérios
formando enovelado em XIlI; 5 pares de sacos testiculares (figura 48A), elipticos,
primeiro par em XIV/XV, dltimo em XVII/XIX; ovéarios simples, sem ramificacdes,
estendidos de XII/XII-XIV/XV; canais celdmicos ventral e dorsal presentes (figuras
48D e 48E); um par de canais celémicos laterais segmentares, conectados por seios
laterais ao canal ventral (figuras 47E e 48E); celoma testicular conectado ao canal

celémico dorsal (figuras 47D e 48D).
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Figura 47. Austrobdella sp. 1. A. vista ventral. B. Dissecgéo ventral. C. Regido anterior vista
ventral. D. Corte transversal da regido intersegmentar (HE), seta indica a conexdo com o
canal celdémico dorsal. E. Corte transversal da regido segmentar (HE), seta indica a conexao
com o canal celémico lateral. CG: cecos gastrico; G: ganglios; Ov: ovarios; ST: sacos
testiculares.

Fonte: proprio autor

Comentarios: Austrobdella € composto por oito espécies, distribuidas globalmente,
e 0 presente € o primeiro registro do género para o Atlantico Sul. Externamente, seus
membros podem ser facilmente confundidos com aqueles de espécies de
Heptacyclus Vasiliev, 1939, somente se diferenciando daqueles pela distribuicdo dos

seios laterais dos vasos celdomicos ventral e dorsal. Em exemplares de Austrobdella,
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ha seios laterais do vaso celémico ventral na regido segmentar do metamero,
enquanto o vaso celdbmico dorsal possui seios laterais em posi¢cao intersegmentar,
conectados as camaras celémicas testiculares. Por outro lado, em sanguessugas de
espécies de Heptacyclus, os seios de ambos o0s vasos celémicos tém posicéo
segmentar. Tipicamente, membros de espécies de Austrobdella sdo descritos como
possuindo seis anéis por segmento na regido mediana do corpo, contudo podem
haver subdivisbes destes anéis principais (ex. Williams et al., 2007).

Duas espécies do género tém registro na América do Sul, na costa pacifica do
continente, A. collumicus Williams, Urrutia & Burreson, 2007 e A. losmoliniensis
Williams, Urrutia & Burreson, 2007. Membros da primeira espécie sao diagnosticados
por apresentarem 13 pares de ocelos segmentares na regido do urossomo. Membros
da segunda espécie possuem traguelossomo e urossomo conspicuos, ocelos
restritos a ventosa oral, cecos gastricos bem definidos e cecos intestinais ausentes.
Ambas as espécies descritas para as costas dos Estados Unidos, A. californiana
Burreson, 1977 e A. translucens Badham, 1916, ndo apresentam ocelos, possuem
traguelossomo e urossomo evidentes e sete pares de cecos gastricos distintos
(Badham, 1916; Burreson, 1977). Austrobdella anoculata Moore, 1940 tem registro
para a Groelandia e seus membros podem ser facilmente diferenciados dos de A. sp.
1 pela auséncia de ocelos, presenca de sete pares de cecos gastricos, o ultimo dos
guais com ramificacdes secundarias, e trés pares de cecos intestinais (Moore, 1940).
Austrobdella bilobata Ingram, 1957 foi registrada (e mal descrita) para a costa
australiana, porém Richardson (1970) descreveu espécimes absolutamente
desprovidos de ocelos. Para o continente africano, foi registrada a presenca de A.
oosthuizeni Utevsky & Mazepa, 2004, mas a organizacdo dos seios celdémicos dos
exemplares daquela espécie é diferente da dos membros das demais espécies do
género, ndo havendo qualquer conexao entre os vasos celdmicos laterais e 0s vasos

dorsal ou ventral (Utevsky & Mazepa, 2004).
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Figura 48. Esquemas de Austrobdella sp. 1. A. Morfologia interna geral, vista dorsal. B.
Detalhe do sistema reprodutor masculino, vista ventral. C. Segmentos da regido mediana do
corpo, vista dorsal. D. Corte transversal da regido intersegmentar. E. Corte transversal da
regido segmentar. A: atrio; CD: canal celdmico dorsal; CG: cecos gastricos; CL: canais
celébmicos laterais; CV: canal celémico ventral; DE: ductos ejaculatérios; F: faringe; G:
ganglios; Gl: glandulas salivares; MC: manchas circulares; Ov: ovarios; Pr: parénquima; SL.:
seios laterais; TD: trato digestorio.
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Fonte: préprio autor
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Figura 49. Tomografia computadorizada de Austrobdella sp. 1. A. vista ventral da regiao
anterior do corpo. B. Corte horizontal, vista ventral. C. Corte horizontal, regido do
traquelossomo. D. Corte transversal anterior ao ganglio XIl. E. Corte transversal, segmento
XIl. F. Corte transversal, segmento XV. F: faringe; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares.

Fonte: proprio autor
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Familia Ozobranchidae Pinto, 1921

Diagnose: corpo separado em traquelossomo e urossomo; segmentos da regiao
mediana do corpo bianulados; branquias presentes no traquelossomo, numero
variavel, no maximo 1 par de branquias por segmento; massa ganglionar anterior
formada por 8 ganglios primarios; faringe eversivel, curta; sistema reprodutor

masculino formado por atrio ndo compartimentalizado.

Chave para identificacdo das espécies de Ozobranchidae registradas no
territorio brasileirot®

la. 5 pares de branquias digitiformes, sem ramificacoes
secundarias........ccccevvvvvvniiieneennn. Unoculubranchiobdella expansa Peralta, Matos &
Serra-Freire, 198817

1b. 5-7 pares de branquias digitiformes, ramificadas secundariamente

.................................................................................................................................... 2
2a. 5 paresde branquias.........cccveeeveiiiiiiiiiiiiiieen. Ozobranchus margoi (Apéathy, 1890)
2b. 7 pares de branquias ..........cccccceveiiiiiiiiiiiiiii O. branchiatus (Menzies, 1791)

Ozobranchus cf. branchiatus (Menzies, 1791)

Material examinado: Sao Paulo: Ubatuba, 70 espécimes, Ago 1986.

Diagnose: ocelos ausentes; sem padrdes de pigmentacao; gondporos separados por
4 anéis; segmentos do meio do corpo bianulados, [(al+a2)>(a3)], em ambas as faces;
2 pares de glandulas salivares; 8 pares de cecos gastricos, Ultimo dos quais com
trajeto descendente; 4 pares de cecos intestinais.

Formato do corpo: comprimento maximo 4-21 mm; largura maxima 1-4 mm,; eliptico,
achatado dorso-ventralmente; ventosa anterior bem desenvolvida, ventral, circular;

margens dos aneéis evidentes; corpo fracamente dividido em traquelossomo

16 As espécies ndo analisadas neste trabalho foram incluidas na chave com informacdes
disponiveis na literatura (Peralta, 1998; Richardson, 1969)
17 parasitas de quelbnios de agua doce.
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(segmentos I-XII) e urossomo (segmentos XllI-XXVII) (figuras 47A e 47B), ventosa
posterior bem desenvolvida, terminal, largura maxima 1-4 mm.

Morfologia externa: corpo uniformemente amarelado, sem padrdes de pigmentacao;
ocelos ausentes (figura 50D); poro bucal na regido central da ventosa; 5 fileiras
longitudinais de tubérculos no dorso de (al+a2) (figura 51C), 1 fileira mediana, na
porcdo posterior do anel, 1 par paramediano, 1 par paramarginal; 1 par fileiras
longitudinais de tubérculos paramarginais no dorso de a3; gondporos separados por
4 anéis (figura 50C), masculino em Xl (al+a2)/a3, feminino em XIV (al+a2)/a3; 7
pares de branquias com ramificacdes terciarias, base secundéaria segmentada (figura
50A), primeiro par em XllI, dltimo em XIX; anus em XXVI/XVII (figura 50E), seguido
por 1 anel p6s anal; segmentos |-V unianulados; segmentos V-XXVI: bianulados,
[(al+a2)>(a3)], em ambas as faces.

Morfologia interna: faringe reta, sem curva na base, esta em XIl, bulbo faringeo
ausente; 2 pares de glandulas salivares compactas alongadas em Xl (figura 51A),
conectados diretamente a base da faringe, par anterior de XI-VIII, par posterior de XI-
IX/X; 8 pares de cecos gastricos (figura 51A), pares 1-4 dispostos horizontalmente,
pares 5-7 dispostos verticalmente, Gltimo par formando trajeto descendente; 4 pares
de cecos intestinais; sistema reprodutor masculino formado por um bulbo ejaculatério
anterior ao ganglio Xll; ducto genital masculino estendendo-se de XI-XII; ductos
ejaculatérios estendendo-se de XVI-XI/XII (figura 51B), 4 pares de sacos testiculares
(figura 51A), primeiro par em XV, ultimo em XVII/XIX; ovarios simples, sem

ramificagOes, base em forma de “V” ao redor do ducto genital
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Figura 50. Ozobranchus cf. branchiatus. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. C. Regido genital,
vista ventral. D. Regido da cabeca, vista dorsal. E. Regido posterior, vista dorsal. An: anus;
GM: gondporo masculino.

0.2 mm

Fonte: préprio autor
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Comentérios: O género Ozobranchus € comumente encontrado parasitando
tartarugas marinhas e conta com apenas trés espécies conhecidas, das quais O.
margoi (Apathy, 1890) é a unica com registro formal para a costa brasileira
(Rodenbush et al., 2012). Contudo, membros desta espécie apresentam apenas cinco
pares de branquias, enquanto os de O. cf. branchiatus possuem sete pares, embora
poucos caracteres internos desta Ultima espécie sejam conhecidos, para
comparacao. Ozobranchus jantseanus Oka, 1912 também carece de descricdes dos
caracteres internos, e seus membros sdo diferenciados daqueles das demais
espécies do grupo por apresentarem 11 pares de branquias (Oka, 1912).

O material estudado foi identificado como O. cf. branchiatus, por apresentar 7
pares de branquias. Membros desta espécie foram descritos internamente por
Richardson (1969b), contudo esta descricdo carece de detalhes importantes sobre os
sistemas digestorio e reprodutor, impossibilitando qualquer comparacdo. Os
exemplares examinados para este estudo apresentam morfologia externa compativel
com as demais descricdes de O. branchiatus disponiveis na literatura (Oka, 1912;
Ringuelet, 1944, 1985; Sawyer, 1986), mas o material ora estudado foi identificado
como O. cf. branchiatus, pela falta de informagfes sobre a morfologia interna dos

animais pertencentes aquela espécie.
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Figura 51. Esquemas da morfologia de Ozobranchus. cf. branchiatus. A. Morfologia interna
geral, vista ventral, branquias e sistemas reprodutores masculino e feminino omitidos. B.
Detalhe dos sistemas reprodutores masculino e feminino. C. Segmentos da regido mediana
do corpo, vista dorsal. A: atrio; CG: cecos gastricos; Cl: cecos intestinais; DE: ductos
ejaculatérios; G: ganglios; GA: glandulas salivares anteriores; GP: glandulas salivares
posteriores; MG: massa ganglionar; Ov: ovarios; ST: sacos testiculares; T: tubérculos; UC:

altimo par de cecos gastricos.
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Fonte: préprio autor
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4. Discusscoes
4.1. Microtomografia computadorizada e Microscopia eletronica de

Varredura

A microtomografia computadorizada e outras técnicas de imagens digitais tém
ganhado espaco na taxonomia e outras areas das Ciéncias Bioldgicas, devido a trés
aspectos principais: 1) alta diferenciacao tecidual e possivel andlise tridimensional
dos dados; 2) publicacéo online dos dados em bancos de dados internacionais; 3)
alta variedade de formas publicacédo das analises (ex. fotos 2D, modelos 3D, videos
e etc). Estes trés aspectos da tomografia computadorizada, culminaram na criacédo
de um novo conceito de material denominado cybertipo, que tem ganhado atencéo
nos ultimos anos. Varios grupos ja contam com cybertipos, incluindo miriapodes,
hirudineos e turbelérios (Akkari et al., 2015; Carbayo et al., 2016; Tessler et. al. 2016)
e uma grande variedade de taxons ja tiveram membros estudados a partir de técnicas
de imagens tridimensionais, mas ndo cumprem 0S quesitos necessarios para serem
considerados cybertipos, conforme estabelecido por Faulwetter et al. (2013) (ex.
Fernandez et al., 2014; Landschoff et al., 2015; Steinhoff & Uhl, 2015). Estes autores
estabeleceram que, para uma base de dados ser considerada como um cybertipo,
esta deve cumprir pelo menos trés principais critérios: (a) fornecer informacdes sobre
a morfologia interna e externa com a mesma confianca e acuracia que os espécimes
reais; (b) deve representar um espécime real que pertenca ao material tipo; e (c) deve
ter facil acesso através de meios de publicacdo digitais (Faulwetter et al., 2013).

Porém, estes critérios sao dificeis de serem cumpridos, por problemas
metodoldgicos, de acesso ao tomoégrafo e econdémicos. A maioria dos contrastes
utilizados na microtomografia gera deformacdo dos tecidos moles, em diferentes
niveis. Segundo Vickerton et al. (2013), o iodo pode gerar até cerca de 70% de
contracdo de tecidos moles, alterando tracos da morfologia original do material
examinado. Outra dificuldade é o acesso ao tomégrafo, que ainda é pouco acessivel
no Brasil; o pequeno numero de sessdes gera uma necessidade de escolha de
regidoes especificas de escaneamento, ja que o estudo do animal inteiro pode requerer
mais de um escaneamento. Apesar da necessidade de aplicacdo de algum tipo de
reagente de contraste em espécies de corpo exclusivamente mole, este ndo € um

empecilho para que o segundo critério seja alcancado, ja que as técnicas humidas
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mais utilizadas ndo alteram o espécime ou podem ser lavadas quase completamente,
como acontece com as técnicas baseadas no iodo (Metscher, 2009a, b). Além disso,
h& evidéncias de que a tomografia em si ndo gera danos ao DNA dos espécimes
estudados (Hall et al., 2015; Peredes et al., 2012).

A publicagcédo dos dados em base de dados online tem crescido com iniciativas
como a do Giga Science, uma revista que permite a publicacdo de “Big Data” em
gualquer formato, que atende os requisitos estabelecidos por Faulwetter et al. (2013)
de publicacédo. Pelo menos dois cybertipos foram publicados nesta revista e estao
disponiveis para consulta (Carbayo & Lenihan, 2016; Landschoff et al., 2015).

Apenas dois estudos utilizaram o PCT para a andlise da morfologia de
sanguessugas, assim ainda é dificil estabelecer as perspectivas que esta técnica
pode trazer a taxonomia do grupo. lwama e Arruda (2016) usaram a tomografia para
descrever duas novas espécies de Helobdella, um grupo de sanguessugas cujos
exemplares sdo geralmente diminutos e de dificil dissec¢do. Tessler et al. (2016)
descreveram Ctnobdella tanae Tessler, Barrio, Borda, Rood-Goldman, Hill & Siddall,
2016 (uma espécie de Haemadipsidae) exclusivamente por tomografia, eliminando
muitas duvidas acerca da morfologia deste grupo, que carece de descricbes
anatémicas devido ao pequeno tamanho dos individuos. Em ambos os estudos, 0s
principais 6rgaos internos utilizados para a taxonomia do grupo foram diferenciados,
porém néo foi descrito nenhum novo caractere, provavelmente devido a falta de dados
de outras espécies para comparacdo. Outra possibilidade é a combinacdo de
trabalhos envolvendo uCT com histologia, como em Hawe et al. (2013), onde cortes
histol6gicos seriados foram utilizados para construir um modelo tridimensional da
anatomia de um gastropode limnico. No caso particular de sanguessugas, a técnica
permite um exame mais detalhado dos ductos ejaculatérios e do sistema celémico,
gue, apesar de estarem bem diferenciados nos escaneamentos realizados neste
estudo, ainda apresentam regifes especificas onde seus limites sdo dubios.

Além das dificuldades inatas a técnica, durante o tratamento dos dados foram
encontradas diversas dificuldades relacionadas ao tamanho e a quantidade de dados
gerados, uma caracteristica de qualquer base classificada como “Big Data” (Chen &
Zhang, 2014). Para lidar com estes problemas, varios softwares ja estdo presentes
no mercado, porém a altissimo custo e requerendo alto poder computacional (ex.
AMIRA, VG Max Studio) (Abel et al., 2012). Uma série de softwares gratuitos ou em
formato aberto também ja esta disponivel, como o ImageJ ou Seg3D. Contudo, seus
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recursos sdo limitados em relacdo aos softwares fechados ou séo de dificil uso, ja
gue requerem um nivel de proficiéncia alto em programacdo. Chen e Zhang (2014)
destacaram a importancia do desenvolvimento de novas formas de tratamento e
analise de “Big Data” e reforgaram que, caso ndo haja este desenvolvimento, este
tipo de dados acabara sendo inutil ou, pelo menos, subexplorado. No caso dos dados
de pCT pode ser considerado que esta tecnologia estad sendo subexplorada, ja que a
maioria dos estudos em taxonomia envolvendo a técnica busca apenas a
comunicacdo por meio da imagem dos espécimes descritos e usa caracteres
tradicionais na delimitacdo dos tdxons, enquanto poucos estudos visam a busca por
de novos caracteres ou novas formas de andlise dos dados.

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) produziu bons resultados ao
diferenciar as estruturas de ornamentacédo do tegumento entre diferentes espécies e
grupos. As presencas de cilios ou ornamentacdes dos proprios tubérculos
apresentaram variacdo significativa entre as espécies de Haementeria estudadas,
mas se mantiveram consistentes entre as espécies de Pacobdella. A presenca de
cilios em estruturas de ornamentacéo é extremamente comum dentre os hirudineos
e pode estar relacionada a deteccdo de movimentos da &gua ao redor do animal
(Phillips & Friesen, 1982). Elliott (1987) apresentou resultados semelhantes ao
estudar o tegumento de Hirudo medicinalis, onde dois principais tipos de estruturas
foram identificados, as sensilas labiais pequenas e grandes.

A classica diferenciacdo entre os tipos de ornamentacdo néo foi observada,
ndo tendo sido possivel diferenciar papilas, tubérculos e sensilas, que sao
tradicionalmente descritas para quase todos os grupos de hirudineos. Desta forma,
optou-se pela utilizagcdo apenas do termo “tubérculo”, ja que nao foi verificada
gualquer diferenca externa entre as estruturas apontadas na literatura. Este termo foi
escolhido, pois se diferencia das estruturas descritas por Elliott (1987), as sensilas,
tradicionalmente consideradas como 0rgados sensoriais e sempre localizadas nos
anéis a2, correspondendo a localizacdo dos ganglios nervosos ventrais nos
segmentos. Os tubérculos observados neste estudo, apesar de apresentarem padrao

metamérico, normalmente ndo estao restritos ao anel a2.
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4.2. Haementeria

O género Haementeria foi descrito por De Filippi (1849) para acomodar a
espécie H. ghilianii Filippi, 1849. Desde entdo, sofreu diversas modificacdes em sua
diagnose para que a diversidade de glossifonideos parasitas da Ameérica do Sul
acabasse quase toda alocada neste género. Contudo, alguns caracteres ganharam
mais atencdo do que outros na diagnose de membros deste género, como, por
exemplo, a localizagdo dos gondporos, formula dos  segmentos
[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)], presenca de dois pares de glandulas salivares compactas, e
de 6rgdos esofagicos, estes esféricos e conectados por ductos ao eséfago (Pinto,
1923; Ringuelet, 1980; 1985; Souza, 1978). Contudo, sdo encontradas muitas
variacoes destes caracteres e alguns também podem ser observados em membros
de espécies do género Placobdella. Oceguera-Figueroa (2012) prop&e que a maioria
dos caracteres tradicionais para a diagnose do género seja abandonada, sugerindo
outros, como o anel ao redor do cordao nervoso ventral, formado na base do ovario,
0s oOrgaos esofégicos esféricos e as glandulas salivares compactas. Desta forma,
todas as espécies bianuladas da América do Sul poderiam ser inclusas em
Haementeria.

Outro problema é a utilizacdo de caracteres externos para delimitar espécies,
qgue foi praticamente baseada na posicado dos tubérculos dorsais e dos 6érgaos de
Lang (Souza, 1978; Ringuelet, 1980; Weber, 1915). A principio, estes caracteres sao
validos para tal finalidade, porém, ap0s a analise de um numero significativos de
espécimes, chega-se a conclusdo de que ha grande variacdo intraespecifica em
relacdo aos mesmos e uma sobreposicao de padrdes entre as espécies do género.
Portanto, neste trabalho deu-se preferéncia a caracteres anatdbmicos, tais como a
morfologia do sistema reprodutor masculino e do complexo salivar.

Ha uma forte incongruéncia em relacdo a composicdo de espécies de
Haementeria. Segundo Ringuelet (1985) e Sawyer (1986), respectivamente, ha oito
ou nove espécies validas. Desde entdo, apenas duas espécies da América do Norte
foram descritas, por Oceguera-Figueroa (2007, 2008), que menciona um total de 10
espécies, mas ndo oferece nenhuma listagem das mesmas. Ja Christoffersen (2007),
em um Checklist mais detalhado da hirudofauna da América do Sul, apresenta uma

lista com um total de 16 espécies formalmente incluidas neste género, com ocorréncia
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confirmada para o continente. Esta diferenca se deve a um grande numero das
espécies descritas por Weber (1915) serem consideradas validas apenas por parte

dos autores.

4.3. Oligobdella

O género Oligobdella foi descrito por Moore (1918), para acomodar espécies
americanas e asiaticas de glossifonideos com segmentos bianulados, na regido
mediana do corpo. Posteriormente, Sawyer (1986) agrupou todas as espécies
asiaticas no género Torix, deixando as americanas em Oligobdella, que foi
posteriormente desmembrado, quando O. biannulata (Moore, 1900), a espécie tipo
do género, foi transferida para Placobdella Blanchard, 1893 (Siddall et al., 2005).
Baseado em dados moleculares e morfolégicos, porém analisando somente uma
espécie sul-americana, Oceguera-Figueroa (2012) transferiu O. brasiliensis para
Haementeria, jA que em sua analise filogenética esta espécie diverge das demais do
género na base do clado. As demais espécies, no entanto, continuam alocadas em
Placobdella, mas deveriam ser formalmente transferidas para Haementeria, ou
alocadas em um novo género, levando-se em consideracdo as suas descri¢cdes
morfoldgicas. Neste trabalho, recomenda-se a segunda opcéo, ja que a definicdo de
Haementeria proposta por Oceguera-Figueroa (2012) € ampla o suficiente para
abrigar quase todas as espécies parasitas de Glossiphoniidae da América do Sul,
perdendo-se muito do poder explicativo inerente ao sistema lineano (Fitzhugh, 2008;
Giribet et al., 2016). Contudo, ndo seréo feitas modificacfes formais neste momento,
ja que ndo foram examinados exemplares tipo, devido a dificuldade de acesso a este
material ou a falta de informac6es sobre o local de depdsito, ou mesmo se este
ocorreu.

A transferéncia de O. brasiliensis para o género Haementeria poderia gerar,
também, um problema de sinonimia, ja que Haementeria brasiliensis (Weber, 1915)
e considerada valida por alguns autores (Christoffersen, 2007), ainda que o trabalho
de Weber (1915) ndo cumpra as exigéncias de publicacdo formal exigidos pelo

Cddigo de Nomenclatura Zooldgica.
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4.4. Ocorréncias de Placobdella na América do Sul

S8o muitas as ocorréncias de Placobdella na América do Sul, e Ringuelet
(1985), em sua monografia sobre a hirudofauna sul-americana, lista trés espécies do
género. Mais recentemente, Christoffersen (2007) considera quatro espécies deste
grupo no continente. Contudo, os conceitos de Placobdella utilizados pelos dois
autores sao obviamente diferentes, enquanto Ringuelet (1985) alocava no género
apenas as espécies de Glossiphoniidae com segmentos do meio do corpo compostos
por trés anéis, o segundo autor inclui, também, as espécies de Oligobdella, apés a
sinonimia entre os dois géneros, proposta por Siddall et al. (2005).

Uma das espécies atualmente alocadas neste género que merece destaque é
P. bistriata (Pinto, 1920b), originalmente descrita em Trachybdella Pinto, 1920b. Esta
espécie possui sete fileiras longitudinais de tubérculos em todos os anéis primarios e
cerca de seis fileiras longitudinais de tubérculos de menor tamanho no dorso,
segmentos da regido mediana do corpo compostos por trés anéis, sete pares de
cecos gastricos, o Ultimo par dos quais com trajeto descendente, formando lobos
secundarios. Esta descri¢cdo feita por Pinto (1920b; 1923) é muito semelhante a das
espécies de Placobdella da América do Norte, principalmente pelos lobos secundarios
formados a partir do Ultimo par de cecos gastricos. Seguindo este pensamento,
Cordero (1936) transferiu a espécie para este género, sem qualquer analise da
anatomia. Ainda hoje, pouco se sabe sobre a morfologia interna desta e das outras
espécies sul-americanas alocadas em Placobdella. Contudo, Ringuelet (1944, 1985)
apo6s ter analisado exemplares depositados no Museu de Histéria Natural de
Montevideo, descreveu a presenca de dois pares de 6rgaos esofagicos como uma
caracteristica marcante de Haementeria.

As outras espécies trianuladas do género sdo muito semelhantes as
descricbes de P. bistriata, assim como a descricdo de P. sp. 1 fornecida acima.
Entretanto, membros desta Ultima espécie e daquela identificada como P. maculata
apresentam glandulas salivares difusas, uma caracteristica que n&o € encontrada em
nenhum dos demais membros de Placobdella e Haementeria (Oceguera-Figueroa,
2012). A presenca de glandulas salivares difusas e a formula dos segmentos sugerem
gue estas espécies sejam alocadas em um género a parte dos demais glossifonideos

sul-americanos, caso os membros destas espécies formem um clado monofilético
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externo aos taxons validos atualmente. Neste caso, o nome Trachybdella poderia ser
adotado, ja que sua diagnose permite que todas as espécies trianuladas e com

glandulas salivares difusas sejam alocadas neste taxon.

5. Consideracg0es finais

O taxon Hirudinea é um grupo extremamente pouco estudado, especialmente
na América do Sul. A pequena quantidade histérica de especialistas no grupo
residentes no continente gerou um déficit de conhecimento e diversos problemas
taxondémicos, ja que a maior parte do material coletado aqui foi levada para museus
estrangeiros e nunca foi devidamente catalogada. Este estudo, tenta encontrar
maneiras apropriadas de lidar com este problema.

Foram encontrados no territorio brasileiro animais pertencentes a 7 espécies
ndo descritas, quatro delas da regido do Pantanal Matogrossense, que até
recentemente ndo possuia qualquer registro de membros de hirudineos. Contudo,
ainda ha muito a se descrever da hirudofauna brasileira e sul-americana, ja que quase
todos os registros deste grupo estdo concentrados em regides de grandes centros
urbanos das regifes Sul, Sudeste e Nordeste do pais.

Vérias questfes taxonémicas foram levantadas durante a execucdo deste
trabalho, muitas delas acerca da validade dos géneros e espécies estudadas. Para
abordar estes problemas de forma mais embasada, devem ser feitas analises dos
exemplares tipo, uma pratica pouco difundida dentre os especialistas no grupo.
Grandes cole¢bes, onde uma andlise mais cuidadosa pode contribuir
significativamente para o melhor conhecimento da taxonomia do grupo, sdo as
cole¢Bes do Museo de la Plata e o Museo Nacional de Histdria Natural de Montevideo,
onde esta depositada a maior parte do material examinado por Raul A. Ringuelet e
Ergasto H. Cordero. Estas cole¢des deverdo ser revistas e fornecidas redescricfes
para as espécies descritas por aqueles autores, e também deverdo ser feitas mais
coletas, para obter espécimes frescos, que poderdo ser empregados para vincular
sequencias de DNA a estes taxons.
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Anexo 1. Quadro demonstrativo dos principais agentes de contraste para a microtomografia computadorizada (uCT).

lodo (lugol)

PTA

PMA

lodo metdlico

Tetré6xido de 6smio

Hexametildisilazane

(I2E, 12M)
Formol, Formol,
: etanol, etanol, Qualquer Formol ou outro
Fixador solucéo de solucéo de Formol fixador fixador SEM Folmol ou etanol
Bouin Bouin
1% de 12
Diluir lugol dissolvido em
9 100% etanol
forte (2% .
. Solucéo de (I2E) ou
|qdefto de acido metanol (12M) Desidratar o espécime em
potéssio + 1% . Solucgéo de 1% ' 1-2% 0OsO4 em .
fosfotungstico Manter as ~ bateria de etanol (80%,
12) a 10%. PMA. Manter as tampéao fosfato por , ~
a 1%. Manter amostras em ) 90%, 95%, 100%); solucdo
Manter a amostras em 1-2h; lavar em

Procedimento
amostra nesta

a amostra por

solugéo por

solucéo por 0.5- tampéao fosfato e

hexametildesilazane:etanol

~ 7-20 dias. . 12h. Pode ser . por 1-2h; secar em
solucéo por 4- aproximadamente .- . desidratar em : :
renovar a : diluido para se hexametildesilazane por
72h, ~ 7 dias etanol. i
dependendo _sqlugao obter resultados uma noite
diariamente melhores
do tamanho
(recomenda-se
da amostra o
a diluicdo a
10%).
Alto contraste
entre tecidos; Pode gerar alto
, , baixo custo; contraste entre Produz alto
Baixo custo:; . . )
.. S atoxico; tecidos, contraste; Produz alto .
facil aplicacéo; AR ) : Pode ser utilizado em
RN contraste dependendo da atoxico; baixo contraste; o material ; -
Vantagens atoxico; facil . i combinagdo com outras
<. estavel por amostra, custo; pode ser escaneado L
penetracao; s . . . técnicas de contraste
e ~ meses; ndo  especialmente de  procedimento em blocos de resina
facil remocéo . ! S
h& mudanca musculos e rapido
visivel no cartilagem
espécime
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Anexo 1. Quadro demonstrativo dos principais agentes de contraste (continuacao).

lodo metalico L. .
tetroxido de 6smio

Hexametildisilazane

lodo (lugol) PTA PMA (12E, 12M)
alta deformacéo
de temdps Dificil Intensidade do
moles; ~ . Extremamente
. . penetracéo; contraste pode .. "
intensidade : : toxico; ndo pode
. procedimento e variar i
pode variar, Dificil ser utilizado em Pode deformar o
pode durar . dependendo o e
Desvantagens dependendo do dias ou penetragao; do material- materiais fixados material; altera a
9 material e da . procedimento . em etanol; dificil  estrutura original dos
b acAo: semanas; X colocacéo o el :
IXxagao; L é longo . penetracgéo; dificil tecidos
~ limitado a excessiva de
coloracéo s ) descarte de
excessiva de especimes . tec:|o_los residuo
tecidos pequenos mineralizados
mineralizados
Banhos de N&o ha forma N&ao ha forma Banhos de N&o ha forma Reidratacdo com
~ 100% etanol, : : 100% etanol, . . 4 .
Remocéo X ~ conhecida de conhecida de X ~ conhecida de bateria de alcool, até
até a remocéao ~ ~ até a remocao ~
remocao remocao remocao 70%

completa completa

Fontes: Fauwetter et al. (2013); Patterson et al. (2014); Vickerton, Jarvis & Jeffery (2013); Metscher (2009a; 2009b).
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Anexo 2. Protocolo dos procedimentos histolégicos utilizados para a andlise do
sistema celomico de Austrobdella sp.

Diafanizacéao e infiltracdo por Parafina

1. Banho de xilol (60 minutos x 2)
2. Banho de xilol: Parafina (1:1) (60 minutos)
3. Banho de parafina — recipiente fechado (60 minutos)

4. Banho de parafina — recipiente aberto (240 minutos)

Desparafinizacao e reidratacdo das amostras em parafina

1. Derreter o0 excesso de parafina das laminas na estufa (20 minutos)
2. Banho de xilol (5 minutos x 2)

3. Banho de é&lcool 100% (5 minutos x 2)

4. Banho de alcool 95% (3 minutos)

5. Banho de alcool 70% (3 minutos)

6. Banho de 4gua destilada (tempo e quantidade dependente de cada coloragéo)

Hematoxilina e eosina (HE) para parafina

1. Banho de agua destilada (2 minutos x 3)

2. Banho de hematoxilina de Mayer (10 minutos)

3. Lavar em agua de torneira corrente (até 5 minutos)

4. Analisar laminas ao microscopio para verificar intensidade
5. Lavagem rapida em agua destilada

6. Banho em eosina (5 minutos)

7. Banho em agua destilada (2 minutos x 2)

120



8. Banho em alcool 70% (2 minutos)
9. Banho em é&lcool 95% (30 segundos)
10. Banho em alcool 100% (30 segundos X 2)

11. Banho em xilol (5 minutos x 2)
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Anexo 3. Tabela comparativa da morfologia interna das espécies estudadas.

Haementeria cf. brasiliensis

Haementeria brasiliensis
sensu Corder, 1937

Haementeria lutzi

Haementeria vizottoi

Anelacé&o dorsal

Anelacéo ventral

Gondporos

Tubérculos

Bulbo faringeo

glandulas
salivares

o6rgédos
esofagicos

ultimo par de
cecos gastricos

[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]

[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]

Separados por 2 anéis primarios

6 linhas longitudinais de
tubérculos grandes

Presente

Dois pares alongados,
conectados diretamente ao
bulbo faringeo; primeiro par

subdividido

2 pares conectados por tubos
independentes

Trajeto descendente presente

[(al+a2)>(a3)]

[(al+a2)>(a3)]

Separados por 1 anel

-9 linhas longitudinais de
tubérculos

Ausente

Dois pares, conectados
diretamente ao bulbo faringeo,
primeiro par cilindrico,
segundo par esférico

2 pares conectados por tubos
independentes

Trajeto descendente presente

[(01+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]

[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]

Separados por 2 anéis primarios

7 linhas longitudinais

Presente

Par anterior cilindrico,
conectado ao bulbo faringeo por
tubos independentes; posterior
alongado conectado diretamente

ao bulbo

2 pares conectados por tubos
independentes

Trajeto descendente ausente

[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]

[(b1+b2)+(a2)+(b5+hb6)]

Separados por 2 anéis primarios

7 linhas longitudinais de
tubérculos grandes

Presente

Par anterior cilindrico,
conectado ao bulbo faringeo por
tubos independentes; posterior
alongado conectado diretamente

ao bulbo

Caractere nao observado

Trajeto descendente presente

Fonte: proprio autor
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Anexo 3. Tabela comparativa da morfologia interna das espécies estudadas (continuacao).

Haementeria sp. 1

Haementeria sp. 2

Haementeria sp. 3

Haementeria sp. 4

Anelacédo dorsal

Anelacéo ventral

Gonéporos

Tubérculos

Bulbo faringeo

glandulas
salivares

o6rgédos

esofagicos

Gltimo par de
cecos gastricos

[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]

[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]

Separados por 1 anel
primario

guatro linhas longitudinais
de tubérculos

Ausente

Pois pares alongados,
conectados diretamente ao
bulbo faringeo, sem
subdivisédo

2 pares conectados por
tubos independentes

Trajeto descendente
presente

[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]

[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]

Separados por 1 anel
primario

5-9 tubérculos em cada
anel primério, ndo formam
linhas longitudinais

Presente

Anterior esférico,
conectado ao bulbo
faringeo por tubos

independentes; posterior
alongado conectado
diretamente ao bulbo,
subdividido

2 pares conectados por
tubos comuns

Trajeto descendente
ausente

[(01+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]

[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]

Separados por 2 anéis
primarios

10 linhas longitudinais de
tubérculos

Presente

Dois pares alongados,
conectados diretamente ao
bulbo faringeo

2 pares conectados por
tubos independentes

Trajeto descendente
presente

[(b1+b2)+(b3+b4)+(b5+b6)]

[(b1+b2)+(a2)+(b5+b6)]

Separados por 1 anel
primario

Tubérculos ausentes

Presente

Um par cilindrico

2 pares conectados por
tubos independentes

Trajeto descendente
presente

Fonte: proprio autor
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Anexo 3. Tabela comparativa da morfologia interna das espécies estudadas (continuacao).

Oligobdella
columbiensis Placobdella maculata Placobdellasp. 1 Placobdellasp. 1
Anelacé&o dorsal [(@1+a2)>(a3)] [(@1)+(a2)+(a3)] [(@1)+(a2)+(al)] [(@1+a2)>(a3)]
Anelacéo ventral [(@1+a2)>(a3)] [(@1)+(@a2)+(a3)] [(@1)+(a2)+(al)] [(@1+a2)>(a3)]
. Separados por 1 anel Separados por 1 anel
Gondporos Separados por 1 anel primario primario Separados por 1 anel
15-18 linhas
longitudinais de : G . o 8-10 linhas longitudinais
Tubérculos pequenos tubérculosl; 5 ! Imha\:,ulgggﬁfg;nals de 9 Imhafulgggﬁfglénws de de tubérculos na face
fileiras longitudinais de dorsal
tubérculos grandes
Bulbo faringeo Caractere ndo Ausente Ausente Presente

glandulas salivares

o6rgdos esofagicos

Gltimo par de cecos
gastricos

observado

Caractere nao
observado

Caractere nao
observado

Caractere nao
observado

Glandulas salivares difusas

2 pares conectados por tubos
independentes

Trajeto descendente presente

Glandulas salivares difusas

2 pares conectados por tubos
independentes

Trajeto descendente
presente

Dois pares de glandulas
salivares compactas,
conectados diretamente
ao bulbo, primeiro par
cilindrico, segundo par
esférico

2 pares conectados por
tubos comuns

Trajeto descendente
presente

Fonte: préprio autor






