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“No reino animal, a vida diversificada
se faz de individuo a individuo, sendo que cada um apresenta, aléem da uniformidade da
)

especie, a diferencga da sua propria individualidade.’

Antonio Grimm
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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho ¢ compreender como uma espécie de Gyrodactylus von
Nordmann, 1832 utiliza hospedeiros em simpatria por meio de técnicas morfométricas e
moleculares. A maioria das espécies de Gyrodactylus ocorre apenas em uma espécie de
hospedeiro. Entretanto, alguns estudos tém relatado a ocorréncia concomitante de
Gyrodactylus spp. em hospedeiros simpatricos distintos, o que tem motivado o
desenvolvimento e aplicagdo de métodos para avaliar se esses parasitos, de fato, representam
espécies diferentes. Na América do Sul, sao conhecidas quatro espécies de Gyrodactylus que
compartilham os hospedeiros simpatricos Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 e
Corydoras paleatus (Jenyns, 1842). Originalmente, o presente estudo seria realizado com
exemplares da espécie Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000. Porém, a
analise discriminante ¢ PCA mostraram que diferencas na forma e tamanho das ancoras,
ganchos, faringes distal e proximal, e barra dorsal entre os dois morfotipos de G.
anisopharynx, superaram possiveis variacdes intraespecificas ou sazonais, justificando a
separacao desses morfotipos em duas espécies distintas. Por esta razdo, no primeiro capitulo
G. anisopharynx € redescrita, € passa a ser limitada aos espécimes do morfotipo denominado
“faringe grande”, pois o holotipo da espécie ¢ desse morfotipo. Uma nova espécie,
Gyrodactylus sp. n., ¢ descrita para acomodar os animais do morfotipo denominado “faringe
pequena”. Devido ao fato dessa espécie ser mais abundante que G. anisopharynx (sensu
stricto), o estudo da dindmica de parasitismo foi realizado exclusivamente com exemplares de
Gyrodactylus sp. n. Assim, no segundo capitulo foi analisado como Gyrodactylus sp. n.
compartilha os hospedeiros simpétricos C. ehrhardti e C. paleatus. Com base em estudos de
dindmica de populagdes de Gyrodactylus spp., foram formuladas duas hipdteses: (1)
Gyrodactylus sp. n. pode utilizar hospedeiros simpatricos de forma indiscriminada? (2) A

troca de hospedeiro pode favorecer a adaptagdo de linhagens de Gyrodactylus sp. n. entre



espécies distintas de Corydoras? Para testar essas hipoteses, foram utilizados dois conjuntos
de técnicas morfométricas e moleculares, como fontes hipoteticamente independentes de
evidéncias. A analise discriminante e analise de variancia multivariada de 9 pontos
morfométricos revelaram diferencas significativas na morfologia de ancora e gancho de 164
espécimes de Gyrodactylus sp. n., o que permitiu discriminar os parasitos das espécies
hospedeiras em 71,5% dos casos. Da mesma maneira, a analise filogenética de parcimodnia e
bayesiana de 741 pares de bases do gene mitocondrial citocromo oxidase I (COI) de 40
espécimes de Gyrodactylus sp. n., revelou pelo menos duas linhagens de parasitos,
relacionadas com as espécies de hospedeiros. Dados moleculares sugerem que Gyrodactylus
sp. n. ¢ capaz de dispersar entre C. ehrhardti e C. paleatus. A correlagdo significativa entre as
classificagdes morfométricas e moleculares de Gyrodactylus sp. n. indica que os parasitos
estdo se adaptando aos seus respectivos hospedeiros, refletindo, aparentemente, um processo

que pode resultar na especiacao da espécie parasita.
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ABSTRACT

The objective of this study is to analyze how one species of Gyrodactylus exploits two
sympatric hosts by morphological and molecular analysis. The majority of the described
species of this genus is recorded from a single host, however some species are extremely
generalist. The presence of cryptic Gyrodactylus species on sympatric hosts has enhanced the
application of morphometric analysis to distinguish these parasites. In South America, four
species of Gyrodactylus are known from sympatric hosts Corydoras ehrhardti Steindachner,
1910 e Corydoras paleatus (Jenyns, 1842). Originally, this study would be developed with
Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000. However, the stepwise discriminant
analysis and PCA showed significant differences on the haptoral sclerites and pharynx
between two variants of G. anisopharynx. The data suggests that this difference exceeds any
expected intraspecific variation or seasonal phenotypic plasticity. Thus, the two variants of G.
anisopharynx were separated into two species. For that reason, in the fist chapter G.
anisopharynx 1is redescribed and restricted to the variants known as “large-pharynx”.
Consequently, Gyrodactylus sp. n. is described from “small-pharynx” variants. Because
Gyrodactylus sp. n. is more abundant than G. anisopharynx, this study was developed
exclusively with specimens of Gyrodactylus sp. n. In the second chapter, we investigate how
Gyrodactylus sp. n. exploits sympatric hosts, C. ehrhardti and C. paleatus. According to
previous studies on the population dynamics of Gyrodactylus spp., two questions were
formulated: (1) Can Gyrodactylus sp. n. use sympatric hosts indistinctively? (2) Can host-
switch events cause the adaptation of Gyrodactylus sp. n. strains on sympatric Corydoras
species? Morphological and molecular technics were used to corresponding hypotheses. Nine
point-to-point measurements of the opisthaptor hard parts were measured and analyzed by
discriminant analysis and multivariate analysis of variance. The data showed that 71,5% of

the parasites were discriminated from their hosts species. The mitochondrial cytochrome
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oxidase I gene (COI) were sequenced (741 base pairs) from 40 Gyrodactylus specimens. The
mtDNA data has recognized two Gyrodactylus sp. n. strains that were closely correlated to the
species of Corydoras. Molecular data showed that Gyrodactylus sp. n. can switch between the
sympatric hosts. Significant correlation between morphological and molecular classification
suggests that Gyrodactylus sp. n. is adaptating to their hosts, which may reflect an ongoing

speciation of Gyrodactylus sp. n. on sympatric Corydoras species.
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CAPITULO I
Morfometria revela que Gyrodactylus anisopharynx (Monogenoidea, Gyrodactylidae)
representa duas espécies distintas com a descricdo de Gyrodactylus sp. n. e redescriciao de
G. anisopharynx, parasitos de Corydoras spp. (Siluriformes, Callichthyidae) no sul do

Brasil

Titulo abreviado: Descri¢ao de Gyrodactylus sp. n. de Corydoras spp. no sul do Brasil

Resumo

As espécies de Gyrodactylus sio abundantes e encontradas em ambiente aquatico
marinho e dulcicola. A ocorréncia concomitante de espécies de Gyrodactylus em um mesmo
hospedeiro tem motivado a aplicagdo de analises morfométricas para avaliar se esses parasitos
representam, de fato, espécies distintas. Partindo dessa premissa, o presente estudo objetivou
avaliar o status evolutivo de dois morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et
Boeger, 2000 utilizando técnicas morfométricas. Foram coletados 132 parasitos dos
hospedeiros Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 e Corydoras paleatus (Jenyns, 1842)
entre fevereiro de 2005 e maio de 2006 no rio dos Patos, rio Piraquara e rio Miringuava,
Parand, Brasil. Os 11 pontos morfométricos de ancora, gancho e faringe, avaliados por anélise
discriminante ¢ PCA, bem como a morfologia distinta das barras profundas e ganchos dos
dois morfotipos, mostraram que as diferencas morfoldgicas ultrapassam possiveis variagdes
intraespecificas ou sazonais. Os resultados sugeriram a descri¢do de uma nova espécie a partir
de um dos morfotipos, nomeada Gyrodactylus sp. n., morfologicamente distinta de G.
anisopharynx por possuir gancho com ponta mais longa e calcanhar mais robusto, plataforma
convexa, bico ligeiramente pontiagudo, deprimido, com porg¢do inferior suavemente concava;

faringe proximal com aproximadamente metade da largura; barra profunda com o dobro de

&) Artigo formatado para publicacdo na revista Folia Parasitologica.



largura e duas projecdes posteriores subterminais; € ancoras com maior largura e
comprimento total. Os dados evidenciaram a importancia de medidas da faringe na distingdo
das duas espécies. Gyrodactylus sp. n. ¢ a quarta espécie do género descrita para peixes
Corydoras do sul do Brasil.

Palavras-chave: Gyrodactylus, morfometria, Corydoras, simpatria

Abstract
Gyrodactylus sp. n. (Monogenoidea, Gyrodactylidae) from the body surface of Corydoras
spp. (Siluriformes, Callichthyidae) of southern Brazil

Species of Gyrodactylus are numerous and found on marine and freshwater
environment. The presence of cryptic Gyrodactylus species on sympatric hosts has enhanced
the application of morphometric analysis to distinguish these parasites. Therefore, we apply
morphometric techniques to analyze the taxonomic status of two sympatric variants of
Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000. The parasites were collected from
Piraquara river, Miringuava river and Patos river, State of Parana, Brazil, between February
2005 and May 2006. 132 parasites specimens were measured from two hosts: Corydoras
ehrhardti Steindachner, 1910 and Corydoras paleatus (Jenyns, 1842). Eleven morphological
features of the opisthaptor hard parts and pharynx were measured and analyzed by
discriminant analyses and PCA. The results showed that the interspecific morphological
variation succeeds intraspecific variation or seasonal phenotypic plasticity. Thus, a new
species is described, as Gyrodactylus sp. n. This new species differs from G. anisopharynx
by the following characteristics: Gyrodactylus sp. n. have marginal hook point longer and
robust convex heel, convex shelf, concave toe moderately pointed with depression; proximal
pharyngeal bulb with half of width; dorsal bar twice longer with two submedial, posterior

projections; proximal shaft of anchor wider and total length longer than those observed in G.



anisopharynx (sensu stricto). Morphometric analyses show that the distal and proximal
pharyngeal bulb discriminate those two species. Gyrodactylus sp. n. is the fourth species
described from species of Corydoras from Southern Brazil.

Key words: Gyrodactylus, morphometry, Corydoras, sympatry

Os Monogenoidea constituem um diverso grupo de parasitos de peixes, vertebrados
terrestres e invertebrados, amplamente distribuido no mundo. Gyrodactylidae Van Beneden et
Hesse, 1863 inclui todas as espécies viviparas conhecidas da classe. Nessa familia,
Gyrodactylus von Nordmann, 1832 ¢ o género mais diverso, com mais de 400 espécies
descritas at¢ o momento. Muitas dessas representam s€rias ameacas a manutengdo de
populacdes de peixes na natureza e em cativeiro (McVicar 1997, Euzet ¢ Combes 1998,
Bakke et al. 2002).

Na Regido Neotropical sdo conhecidas cerca de 39 espécies de Gyrodactylidae, das
quais 18 sdo de Gyrodactylus (Conroy e Conroy 1985, Boeger e Popazoglo 1995, Harris e
Cable 2000, Popazoglo e Boeger 2000, Cable et al. 2005, Kritsky et al. 2007). A maioria das
espécies de Gyrodactylus ocorre apenas em uma espécie de hospedeiro (Bakke et al. 2002).
Entretanto, alguns estudos tém relatado a ocorréncia concomitante de Gyrodactylus spp. em
hospedeiros simpatricos distintos (Turgut et al. 1999, Zigtara ¢ Lumme 2003, Meinild et al.
2004, Boeger et al. 2005). Recentemente, dois morfotipos distintos de Gyrodactylus
anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000 foram descritos para hospedeiros simpatricos
(Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) e Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910) na regido sul
do Brasil.

Dado a ocorréncia de G. anisopharynx em mais de uma espécie de hospedeiro,
questiona-se seu status evolutivo: os morfotipos da espécie representam uma unica entidade
bioldgica? Embora a diferenciacdo morfologica dos morfotipos de G. anisopharynx,

denominados “faringe pequena” e “faringe grande”, tenha sido baseada exclusivamente na



morfologia das faringes proximal e distal, a variabilidade morfologica ¢ morfométrica de
estruturas esclerotizadas do haptor sdo desconhecidas. Muitos estudos tem demonstrado que a
analise morfométrica (e.g. analise discriminante e andlise de componentes principais) de
estruturas do héptor contribui substancialmente para a identificagdo e caracterizagdo de
espécies de Gyrodactylus (Shinn et al. 1996, 2001, 2004, Huyse e Volckaert 2002,
Lindenstrgm et al. 2003, Zigtara e Lumme 2003, Cable et al. 2005). Além disso, o método
morfométrico tem sido considerado uma importante ferramenta na diferenciagdo de espécies
simpatricas de Gyrodactylus morfologicamente similares (Turgut et al. 1999, McHugh et al.
2000, Shinn et al. 2000, 2001, Huyse e Volckaert 2002, Zigtara ¢ Lumme 2003, Cable et al.
2005). Partindo dessa premissa, o presente estudo objetivou avaliar o status evolutivo dos dois
morfotipos de G. anisopharynx utilizando técnicas morfométricas.

Os resultados mostram que diferengas significativas na forma e tamanho das ancoras,
ganchos, faringes distal e proximal, e barra dorsal entre os dois morfotipos de G.
anisopharynx superam possiveis variacdes intraespecificas ou sazonais, justificando a

separacdo desses morfotipos em duas espécies distintas.

MATERIAL E METODOS

Os peixes hospedeiros, C. paleatus e C. ehrhardti, foram coletados em julho de 2003 e
entre fevereiro de 2005 e maio de 2006 com auxilio de pesca elétrica e puga no rio Piraquara
(25°29°59”S, 49°02°40”W), municipio de Piraquara; rio Miringuava (25°38°06”S,
49°05°07”W), em Sdo José dos Pinhais; e rio dos Patos (25°50°54”S, 49°43°38”W), em Lapa,
Estado do Parana, Brasil. Espécimes de G. anisopharynx (n = 132) foram capturados de
acordo com o seguinte método: os peixes eram colocados em recipientes de vidro com agua

aquecida a 60° C e agitados vigorosamente. Em seguida, parte da amostra era separada e



fixada em formalina 5% (destinada a andlise taxonOmica), e outra parte fixada em alcool
etilico 96% (para analise molecular).

Os parasitos coletados em formalina 5% foram usados na preparacdo de laminas
permanentes em meio de Hoyer, para estudo de estruturas esclerotizadas, ¢ em Balsamo do
Canada, apos coloragao com corante tricromico de Gomori, para estudo de estruturas moles
(Humason, 1979). O estudo morfométrico foi conduzido com organismos clarificados em
meio de Hoyer, os quais foram fotografados com uma camera digital (Olympus QColor 5)
acoplada a um microscopio com contraste de fase (Olympus BX 51). Os desenhos foram
produzidos com auxilio de microscopio dptico com camara clara. Todas as medidas e escalas,
incluindo as da descri¢ao da espécie nova, sdo apresentadas em micrometros.

Os pontos morfométricos escolhidos para a diferenciacdo das ancoras, ganchos e
faringes foram aqueles usados por Shinn et al. (1996, 2004) e Popazoglo ¢ Boeger (2000).
Cada um dos 21 pontos morfométricos foram medidos repetidamente (5x), em um mesmo
animal (n = 10), e em seguida as medidas foram analisadas a fim de descartar pontos
morfométricos com alta probabilidade de erro de medida. Pontos morfométricos com erro
padrdo superior a 20% foram excluidos das andlises. Além disso, mais dois critérios foram
usados na escolha dos pontos morfométricos: significativa correlagdo entre si (> 0,90)
(Shinn et al. 1996) e auséncia de redundancia geométrica (Du Preez e Maritz 2006). Assim,
dos 21 pontos sugeridos pelos autores, apenas 11 foram escolhidos para as andlises
morfométricas (Fig. 1): abertura da ponta da ancora (APA), largura da lamina da ancora
(LLA), angulo de abertura da ponta da ancora (AAPA), comprimento da curva interna da
ancora (CCIA), comprimento total da ancora (CTA), comprimento da haste do gancho
(CHG), comprimento da cabeca do gancho (CCG), abertura da ponta do gancho (APQG),
largura distal do gancho (LDG), largura da faringe distal (LFD) e largura da faringe proximal

(LFP).



As distancias dos pontos morfométricos foram medidas com o programa SigmaScan Pro
5.0 (SPSS, Inc.). Os dados foram logaritmizados (logaritmo natural). As distancias resultantes
foram avaliadas por analise discriminante “forward stepwise” e por analise de componentes
principais (PCA), com auxilio do software Statistica 6.0 (Statsoft, Inc.). A analise
discriminante e a PCA foram realizadas de duas formas: a primeira abrangeu todos os pontos
morfométricos de ancora, gancho e faringe; ¢ a segunda, apenas os pontos de ancora e

gancho, com objetivo de avaliar o poder discriminatorio de estruturas do haptor.

RESULTADOS

As médias de todos pontos morfométricos sdo apresentadas na Tabela 1. A andlise
discriminante revelou que os morfotipos “faringe pequena” e “faringe grande” de G.
anisopharynx divergem significativamente, em média, em alguns pontos morfométricos da
ancora, gancho e faringe (Wilks’ Lambda = 0,14; F'=37,58; P < 0,0001; n = 132) (Tabela 2).
Embora a analise tenha indicado apenas um ponto morfométrico de gancho na diferenciagao
dos morfotipos, diferencas morfologicas nessa estrutura foram detectadas.

As diferengas morfologicas significativas de gancho (Fig. 2A-C) e barra profunda (Fig.
2D-E) permitiram distinguir os morfotipos em todos os casos, o que confirmou os resultados
da andlise discriminante sobre a expressiva divergéncia morfoldgica dos morfotipos de G.
anisopharynx.

A analise discriminante realizada apenas com pontos morfométricos da dncora e gancho
(Wilks’ Lambda = 0,65; F = 16,90; P < 0,0001) apresentou menos passos que a andlise feita
com medidas da faringe, entretanto o poder discriminatorio entre os dois morfotipos de G.
anisopharynx foi menor, como mostrado pelo valor de Wilks’ Lambda. Nesse caso, a analise

revelou dois pontos de gancho e um de ancora na discrimina¢dao dos morfotipos (Tabela 3).



Os dados da andlise discriminante, considerando todos pontos morfométricos,
mostraram que os morfotipos podem ser separados por seis passos, com 100% de precisio,
por duas medidas da faringe, trés da ancora e uma do gancho (Tabela 2). A analise univariada
desses pontos morfométricos revelou que as médias dos trés primeiros passos sao
significativamente diferentes entre os morfotipos de G. anisopharynx, sendo que esses pontos
sozinhos contribuem para uma discriminacao 100% correta entre esses morfotipos: LFP (£ =
99,63; P <0,0001), CTA (F=179,05; P =0,0001), e LFD (F = 61,48; P < 0,05). Contudo, os
trés ultimos passos da analise (APA, LLA e LDG) foram os que apresentaram maior poder
discriminatorio, segundo os valores de Wilks’ Lambda de cada um deles.

A andlise discriminante, considerando apenas os pontos morfométricos de ancora e
gancho, mostrou que os morfotipos podem ser distinguidos por trés pontos: APG, LDG e
CTA, sendo que este ultimo foi o que apresentou maior poder discriminatorio (Wilks’
Lambda = 0,68; P < 0,0001). Entretanto, nessa analise a precisao de discriminagao foi de 87%
(Tabela 3).

A PCA mostrou os dois primeiros fatores com autovalores acima da média, sendo que
esses fatores corresponderam a 47,01% da variagdo morfométrica entre os morfotipos de G.
anisopharynx (Tabela 4). O primeiro fator mostrou duas varidveis com escores maiores que
0,70, (CCG e APG) e o segundo fator trés variaveis (APA, CCIA e AAPA) (Tabela 5).

A PCA revelou que as diferengas morfométricas de ancora, gancho e faringe entre os
dois morfotipos permitem separa-los na maioria dos casos, entretanto com algumas poucas
sobreposigoes (Fig. 3). Por outro lado, a andlise exclusiva de pontos de ancora e gancho
mostrou maior sobreposicdo entre os morfotipos (dados ndo mostrados). Os dois primeiros
fatores dessa analise apresentaram autovalores acima da média, sendo que esses fatores

responderam por 53,19% da variagdo total. O primeiro fator revelou trés varidveis com



escores maiores que 0,70 (APA, CCIA e AAPA) e o segundo fator duas varidveis (CCG e
APQG) (Tabela 6).

A analise morfométrica de faringe e estruturas esclerotizadas do haptor, bem como a
morfologia comparativa dos ganchos e barras profundas, revelaram diferencas morfologicas
significativas entre os morfotipos de G. anisopharynx que superam possiveis variagdes
intraespecificas ou sazonais, o que sugere que G. anisopharynx representa um complexo de
duas espécies distintas.

Dessa forma, para acomodar os resultados obtidos acima, G. anisopharynx ¢ limitada
aos espécimes do morfotipo denominado de “faringe grande”, pois o holdtipo da espécie €
desse morfotipo. A espécie € redescrita. Uma nova espécie, Gyrodactylus sp. n. ¢ descrita,
para acomodar os animais originalmente incluidos com membros do morfotipo “faringe

grande”.

DESCRICAO
Gyrodactylidea Bychowsky, 1937
Gyrodactylidae Van Beneden et Hesse, 1863

Gyrodactylus von Nordmann, 1832

Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000

Redescri¢ao (baseada em 34 espécimes). Corpo fusiforme, 539 (445-591; n = 4) de
comprimento, 123 (111-138; n = 4) de largura ao nivel do embrido. Glandulas cefélicas,
orgaos da cabeca conspicuos. Glandulas da cabega anterior, lateral, posteriormente a faringe.
Faringe distal 32 (22-43; n = 14) de largura, com projecdes digitiformes; faringe proximal 77
(51-104; n = 16) de largura. Testiculo oval 14 (13-18; n = 3) de largura, posterior ao germario.

Orgao copulatério masculino 16 (14-18; n = 4) de largura, um bulbo armado com um espinho



grande, duas fileiras de espineletes: uma fileira com 3-4 espineletes com base robusta e larga,
outra fileira com 2-3 espineletes menores de base estreita. Germario oval, 26 (22-33; n =4) de
comprimento, 28 (25-34; n = 4) de largura. Utero com até 2 geragdes de embrides. Ancora
com raiz profunda desenvolvida e raiz superficial robusta; comprimento da lamina da ancora
39 (34-46; n = 26), comprimento da ponta 27 (20-32; n = 26), largura da base 4 (3-4; n = 26),
comprimento total 62 (56-68; n = 33). Gancho com lamina e ponta moderadamente curvada,
calcanhar convexo, plataforma reta, bico ligeiramente pontiagudo, com por¢ao inferior
ligeiramente reta; haste com 17 (12-20; n = 27) de comprimento, cabeca do gancho com 11
(9-12; n = 27) de comprimento. Barra profunda 3 (2-4; n = 25) de largura. Barra superficial

com projecdes antero-laterais, provida de escudo membranoso trapezoidal.

Hospedeiro tipo: Corydoras paleatus (Jenyns, 1842).

Outro hospedeiro: Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910.

Local de infestacao no hospedeiro: superficie do corpo.

Localidade tipo: Rio Piraquara, Piraquara, Parand, Brasil.

Outras localidades: Rio dos Patos, Lapa, Parana, Brasil; ¢ Rio Miringuava, Sao José dos

Pinhais, Parana, Brasil.

Comentarios

Gyrodactylus anisopharynx (sensu stricto) pode ser distinguida das demais espécies
simpatricas do género por possuir gancho com plataforma reta e bico ligeiramente
pontiagudo, e faringe proximal significativamente maior. A barra superficial difere das
espécies Gyrodactylus superbus (Szidat, 1973) e Gyrodactylus samirae Popazoglo et Boeger,

2000 por possuir duas projecdes antero-laterais.



Gyrodactylus anisopharynx ¢ limitada ao morfotipo “faringe grande” descrito por
Popazoglo et Boeger, 2000. As ilustragdes desses autores estdo adequadas e nao foram,

portanto, repetidas neste trabalho (vide Figs. 6-9, 11-13 de Popazoglo et Boeger, 2000).

Gyrodactylus sp. n.

(Fig. 4)

Descricdo (baseada em 59 espécimes). Corpo alongado, 594 (485-854; n = 11) de
comprimento, 89 (59-143; n = 11) de largura ao nivel do embrido. Glandulas cefalicas, 6rgaos
da cabeca conspicuos. Glandulas da cabeca anterior, lateral, posteriormente a faringe. Faringe
distal 32 (17-45; n = 42) de largura, com projecdes digitiformes; faringe proximal 43 (31-58;
n = 42) de largura. Testiculo oval 19 (16-19; n = 5) de largura, posterior ao germario. Orgio
copulatorio masculino 17 (14-22; n = 14) de largura, um bulbo armado com um espinho
grande, duas fileiras de espineletes: uma fileira com 4-5 espineletes com base robusta e larga,
outra fileira com 2-3 espineletes menores de base estreita. Germario oval, 25 (20-33; n = 12)
de comprimento, 29 (23-37; n = 12) de largura. Utero com até 2 geragdes de embrides.
Ancora com raiz profunda desenvolvida e raiz superficial ligeiramente estreita; comprimento
da lamina da ancora 41 (36-47; n = 30), comprimento da ponta 32 (29-40; n = 30), largura da
base 5 (4-5; n = 30), comprimento total 65 (56-72; n = 59). Gancho com lamina reta, ponta
moderadamente curvada, calcanhar convexo, plataforma convexa, bico ligeiramente
pontiagudo, deprimido, com por¢do inferior suavemente concava; haste com 17 (12-21; n =
59) de comprimento, cabe¢ca do gancho com 10 (8-12; n = 59) de comprimento. Barra
profunda 5 (3-6; n = 59) de largura, com duas proje¢des posteriores subterminais. Barra

superficial com projecdes antero-laterais, provida de escudo membranoso trapezoidal.
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Hospedeiro tipo: Corydoras paleatus (Jenyns, 1842).

Outro hospedeiro: Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910.

Local de infestacao no hospedeiro: superficie do corpo.

Localidade tipo: Rio Piraquara, Piraquara, Parand, Brasil.

Outras localidades: Rio Miringuava, Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil; e Rio dos Patos,

Lapa, Parand, Brasil.

Comentarios

Gyrodactylus sp. n. pode ser distinguida de G. anisopharynx (sensu stricto) pelas
seguintes caracteristicas: gancho com lamina relativamente mais longa e ponta recurvada,
com calcanhar mais robusto, plataforma convexa, e bico com por¢ao inferior ligeiramente
concava; faringes distal e proximal comparativamente menores, sendo que a faringe proximal
¢ quase 50% menor que a de G. anisopharynx; e ancoras com maior comprimento total que as
de G. anisopharynx. A barra profunda de Gyrodactylus sp. n. difere significativamente das
demais espécies simpatricas do género, G. anisopharynx, G. superbus ¢ G. samirae, por

apresentar duas projegdes posteriores subterminais e largura, em média, duas vezes maior.

DISCUSSAO

Gyrodactylus anisopharynx foi descrita originalmente como parasita de espécies
simpatricas de C. paleatus e C. ehrhardti. Entretanto, os resultados mostraram que as
diferengas morfoldgicas e morfométricas entre os dois morfotipos de G. anisopharynx
superam possiveis variagdes intraespecificas, o que resultou na descricdo de uma nova
espécie, Gyrodactylus sp. n.

As principais diferencas morfométricas entre G. anisopharynx e Gyrodactylus sp. n.,

segundo andlise discriminante e PCA, confirmam os dados de outros estudos sobre a eficacia
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de analises morfométricas na diferenciacao de espécies de Gyrodactylus (Shinn et al. 1996,
2001, 2004, McHugh et al. 2000). A primeira analise discriminante, que incluiu medidas de
ancora, gancho e faringe, detectou diferengas significativas entre as espécies em 6 dos 11
pontos morfométricos. Ja a segunda analise, somente com medidas de ancora e gancho,
acusou diferengas em trés pontos, coincidentes com os da primeira andlise (APA, LDG e
CTA). A primeira PCA, que abrangeu as medidas de ancora, gancho e faringe, mostrou
diferencas significativas em 5 dos 11 pontos morfométricos. A segunda PCA, somente com
medidas da ancora e gancho, revelou diferengcas em 5 pontos, os quais foram coincidentes
com a primeira PCA.

A andlise discriminante ¢ PCA mostraram que os pontos morfométricos LFP (largura da
faringe proximal), LFD (largura da faringe distal), CTA (comprimento total da ancora), APA
(abertura da ponta da ancora), LDG (largura distal do gancho), LLA (largura da lamina da
ancora), CCIA (comprimento da curva interna da ancora), AAPA (angulo de abertura da
ponta da ancora), CCG (comprimento da cabeca do gancho) e APG (abertura da ponta do
gancho) foram os mais informativos na diferenciacdo das duas espécies. Embora as medidas
da barra superficial ndo tenham sido utilizadas na andlise morfométrica, sua morfologia foi
significativamente diferente entre Gyrodactylus sp. n. € G. anisopharynx, mostrando que a
forma e a largura da barra sdo tipicas de cada espécie. Logo, as analises morfométricas e a
morfologia descritiva reforcam a importancia da analise conjunta de estruturas distintas de
Gyrodactylus (e.g. ancora, gancho, faringe e barra profunda), as quais contribuiram para a
discriminacdo de Gyrodactylus sp. n. e G. anisopharynx. Contudo, a anélise discriminante foi
o método mais eficaz na diferenciacdo das duas espécies.

A utiliza¢do de estruturas ndo esclerotizadas em andlises morfométricas (e.g. faringe)
apenas havia sido sugerida por Malmberg (1970), o qual comentou sobre a importancia

taxonomica de medidas da faringe na diferenciacdo de espécies de Gyrodactylus. Além dos
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pontos morfométricos de ancora e gancho, o uso de medidas da faringe revelou ser uma
importante caracteristica na discriminagdo entre as espécies Gyrodactylus sp. n. e G.
anisopharynx, uma vez que as faringes distal e proximal aparecem entre os trés primeiros
passos da analise discriminante.

Os ganchos foram as estruturas que mais contribuiram na discriminacao de
Gyrodactylus sp. n. e G. anisopharynx, o que confirma a importancia taxondmica dessa
estrutura na identificacao de espécies de Gyrodactylus, como demonstrado por outros autores
(Malmberg 1970, Geets et al. 1999, Turgut et al. 1999, Dmitrieva e Dimitrov 2002, Huyse e
Volckaert 2002 e Cable et al. 2005).

O fato de os exemplares de Gyrodactylus sp. n. e G. anisopharynx terem sido coletados
ao longo de um ano, em mais de uma localidade, descarta a possibilidade das variagdes
morfologicas entre as espécies serem conseqiiéncia de possiveis alteracdes sazonais ou
mesmo plasticidade fenotipica, como demonstrado por Malmberg (1970), Harris (1998),
Geets et al. (1999), Huyse e Volckaert (2002) e Davidova et al. (2005). As diferengas
encontradas na forma e tamanho de estruturas do héaptor e faringe sao, portanto, peculiares de

cada espécie.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Distancias dos pontos morfométricos da ancora e gancho de espécimes de
Gyrodactylus. (A) Ancora. 1-2 (APA): abertura da ponta da ancora; 2-3 (LLA): largura da
lamina da ancora; 4-5 (CCIA): comprimento da curva interna da ancora; 6-7 (CTA):
comprimento total da ancora; [ (AAPA): angulo de abertura da ponta da ancora. (B)
Gancho. 1-2 (CCG): comprimento da cabeca do gancho; 3-4 (CHG): comprimento da haste
do gancho; 5-7 (APG): abertura da ponta do gancho; 5-6 (LDG): largura distal do gancho.

Fig. 1A —escala 30 micrometros; Fig. 1B — escala 10 micrometros.

Figura 2. Ganchos e barras profundas dos morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx
Popazoglo et Boeger, 2000. (A) Gancho de espécime do morfotipo “faringe pequena”. (B)
Gancho de espécime do morfotipo “faringe grande”. (C) Sobreposi¢do de ganchos,
evidenciando a diferenca morfologica entre os morfotipos “faringe pequena” (linha continua)
e “faringe grande” (linha pontilhada). (D) Barra profunda de espécimes do morfotipo
“faringe pequena”; as setas indicam projecdes presentes na por¢do inferior da barra. (E)
Barra profunda de espécimes do morfotipo “faringe grande”. Fig. 2A-C — Escala 5

micrometros; Fig. 2D-E — Escala 4 micrometros.

Figura 3. Classificacdo dos dois morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et
Boeger, 2000, segundo PCA, considerando pontos morfométricos de ancora, gancho e
faringe. A linha pontilhada vertical separa individuos do morfotipo “faringe grande” a direita,

e do morfotipo “faringe pequena” a esquerda.
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Figura 4. (A) Gyrodactylus sp. n. (holdtipo) (B) Complexo de ancoras, barra profunda e
barra superficial. (C) Gancho. (D) Orgio copulatério masculino. (E) Ancora. Fig. 5A —
escala 100 micrometros; Fig. 5B e E — escala 20 micrometros; Fig. 5C e D — escala 10

micrometros.
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Tabela 1. Valores médios das distancias entre os pontos morfométricos de

ancora, gancho e faringe dos dois morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx

Popazoglo et Boeger, 2000. As medidas sdao apresentadas em micrometros. Os

nimeros indicam respectivamente: média e intervalo de confianca de 95%

(entre parénteses).

Variaveis

G. anisopharynx
(faringe pequena)

(n=98)

G. anisopharynx
(faringe grande)

(n=34)

Abertura da ponta

23,5 (22,7-24,2)

25,2 (18,9-36,3)

Largura da lamina 9,7 (9,4-9,9) 9,3 (7,2-11,8)
Ancora Comprimento da curva interna 5,3 (4,8-5,9) 3,6 (0-9,8)
Angulo de abertura da ponta 13,7 (12,1-15,2) 11,7 (2,2-36,8)
Comprimento total 64,1 (63,4-64,8) 61,6 (56,1-68,5)
Comprimento da haste 16,9 (16,5-17,3) 17,2 (12,3-20,1)
Comprimento do gancho 10,1 (10,0-10,3) 10,8 (9,5-11,9)
Gancho
Largura distal 4,0 (3,9-4,2) 5,53,0-11,9)
Abertura da ponta 10,4 (10,2-10,5) 11,1 (9,7-12,0)
Largura distal 31,9 (29,7-34,1) 31,6 (21,9-43,1)
Faringe

Largura proximal

42,6 (40,5-44,8)

76,6 (50,7-103,8)
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Tabela 2. Analise discriminante dos pontos morfométricos de ancora, gancho e
faringe dos dois morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger,

2000 (Wilks’ Lambda = 0,14; F'=37,58; P <0,0001).

Passos Wilks’ ]
Variaveis Valor de F Tolerincia Indice P
na analise lambda

Largura da faringe proximal 1 0,31 99,63 0,50 <0,0001
Comprimento total da dncora 2 0,21 79,05 0,63 <0,0001
Largura da faringe distal 3 0,16 61,48 0,70 <0,0001
Abertura da ponta da ancora 4 0,15 50,56 0,55 <0,0001
Largura da lamina da ancora 5 0,15 44,15 0,70 <0,0001

Largura distal do gancho 6 0,14 37,58 0,69 <0,0001




Tabela 3. Anélise discriminante dos pontos morfométricos de ancora e gancho

dos morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000 (Wilks’

Lambda = 0,65; F = 16,90; P <0,0001).

Passos Wilks’

Variaveis Valor de F  Tolerancia Indice P
na analise lambda

Abertura da ponta do gancho 1 0,74 25,86 0,97 <0,0001
Largura distal do gancho 2 0,73 22,45 0,96 <0,0001

Comprimento total da ancora 3 0,68 16,90 0,96 <0,0001




Tabela 4. Autovalores da matriz de correlagdo da PCA de
estruturas do haptor e faringe dos morfotipos de

Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000.

% Variacao Autovalor %
Fator Autovalores
total cumulativo Cumulativa
1 2,70 24,57 2,70 24,57
2 2,47 22,44 5,17 47,02
3 1,34 12,14 6,51 59,16
4 1,18 10,77 7,69 69,93
5 0,94 8,53 8,63 78,46
6 0,82 7,45 9,45 85,91
7 0,54 4,93 9,99 90,84
8 0,51 4,66 10,50 95,50
9 0,33 2,96 10,83 98,46
10 0,09 0,81 10,92 99,27

11 0,08 0,73 11,00 100,00




Tabela 5. Escores da PCA de estruturas do haptor e faringe dos

morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et

Boeger, 2000.

Variavel Fator 1 Fator 2
Abertura da ponta da ancora -0,11 0,72
Largura da lamina da ancora -0,46 0,53
Comprimento da curva interna da ancora -0,18 -0,88
Angulo de abertura da ponta da ancora -0,06 -0,87
Comprimento total da ancora -0,54 0,12
Comprimento da haste do gancho 0,09 0,11
Comprimento da cabega do gancho 0,78 -0,10
Largura distal do gancho 0,59 0,22
Abertura da ponta do gancho 0,82 0,01
Largura da faringe distal 0,34 0,00
Largura da faringe proximal 0,63 0,25
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Tabela 6. Escores da PCA de estruturas do haptor dos
morfotipos de Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et

Boeger, 2000.

Variavel Fator 1 Fator 2
Abertura da ponta da ancora 0,70 -0,16
Largura da lamina da ancora 0,53 -0,46
Comprimento da curva interna da ancora - 0,89 -0,21
Angulo de abertura da ponta da ancora -0,89 -0,10
Comprimento total da ancora 0,10 -0,59
Comprimento da haste do gancho 0,12 0,13
Comprimento da cabega do gancho -0,08 0,82
Largura distal do gancho 0,21 0,53

Abertura da ponta do gancho 0,03 0,86




CAPITULO II
Morfometria e DNA sugerem especia¢ao incipiente de Gyrodactylus sp. n.

(Monogenoidea, Gyrodactylidae) em espécies simpatricas de Corydoras (Siluriformes) )

Titulo abreviado: Morfometria e DNA sugerem especiagao incipiente de Gyrodactylus sp. n.

Resumo

A ampla diversificagao de Gyrodactylus spp. € atribuida a algumas caracteristicas de sua
biologia que facilitam a dispersao das espécies e a conquista de novos hospedeiros. A maioria
das espécies de Gyrodactylus ocorre apenas em uma espécie de hospedeiro, porém algumas
tém a capacidade de migrar e parasitar hospedeiros simpatricos. Na América do Sul, sdo
conhecidas quatro espécies de Gyrodactylus que compartilham hospedeiros simpatricos,
sendo que uma delas, Gyrodactylus sp. n., invariavelmente ¢ a mais abundante. Partindo dessa
premissa, o presente estudo objetivou compreender como Gyrodactylus sp. n. utiliza
hospedeiros em simpatria por meio de técnicas morfométricas € moleculares. Os parasitos
foram coletados dos hospedeiros Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) e Corydoras ehrhardti
Steindachner, 1910 entre fevereiro de 2005 e maio de 2006 nos rios Piraquara e Miringuava,
Parana, Brasil. Foram medidos 164 parasitos. Os 9 pontos morfométricos de ancora e gancho,
avaliados por analise discriminante e analise de varidncia multivariada, permitiram separar
parasitos de hospedeiros distintos em 71,5% dos casos. Andlise filogenética de 741 pares de
bases (pb) do gene citocromo oxidase I (COI) de Gyrodactylus sp. n. detectou duas linhagens,
associadas com as espécies de hospedeiros, mas ndo com a sua distribui¢do geografica.
Entretanto, diferengas morfométricas de ganchos e ancoras entre infrapopulacdes de

localidades distintas mostraram que os parasitos sdo localmente adaptados aos hospedeiros.

&) Artigo formatado para publicagdo na revista Folia Parasitologica.
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Os dados moleculares sugerem que Gyrodactylus sp. n. € capaz de migrar entre C. paleatus e
C. ehrhardti. A correlagdo significativa entre as classificacdes morfométrica e molecular de
Gyrodactylus sp. n. indica que os parasitos estejam adaptando-se aos seus respectivos
hospedeiros, refletindo, aparentemente, um processo que pode resultar na especiacdo da
espécie parasita.

Palavras-chave: especiacao simpatrica, Gyrodactylus, morfometria, citocromo oxidase |

Abstract
Ongoing sympatric speciation: Gyrodactylus sp. n. (Monogenoidea, Gyrodactylidae) on
Corydoras spp. of southern Brazil.

The diversification of Gyrodactylus spp. is attributed to some biological characteristics
that make possible its dispersion to different localities and hosts. Approximately 71% of
described species are recorded from a single host, however some Gyrodactylus spp. are
extremely generalist. In South America, four species of Gyrodactylus are known on sympatric
hosts, however Gyrodactylus sp. n. is the most abundant among them. For that reason, we
investigate how Gyrodactylus sp. n. exploits sympatric hosts. The parasites were collected
from the Piraquara river and the Miringuava river, State of Parana, Brazil, between February
2005 and May 2006. A total of 164 parasites were measured from two hosts, Corydoras
paleatus (Jenyns, 1842) and Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910. Nine morphometric
measurements of the opisthaptor hard parts were measured and analyzed by discriminant
analyses and multivariate analysis of variance. The data showed that 71,5% of the parasites
were discriminated from their hosts species. Morphometrical differences on hooks and
anchors between infrapopulations from distinct localities have revealed that the parasites
show local adaptation to the hosts. The mitochondrial cytochrome oxidase I gene (COI) were

sequenced (741 base pairs) from 40 Gyrodactylus specimens. The mtDNA data has
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recognized two main Gyrodactylus sp. n. strains that were closely correlated to the Corydoras
spp. hosts. Significant correlation between morphological and molecular classification
suggests that Gyrodactylus sp. n. is adaptating to their hosts, which may reflect an ongoing
speciation of Gyrodactylus sp. n. on sympatric Corydoras species.

Key words: sympatric speciation, Gyrodactylus, morphometry, cytochrome oxidase |

Espécies de Gyrodactylus (Monogenoidea) parasitam peixes dulcicolas e marinhos no
mundo todo. A ampla diversificacdo de Gyrodactylus spp. € atribuida a algumas
caracteristicas de sua biologia (e.g. hiperviviparidade, habitos oportunista e generalista, e
ciclo de vida sem estagio larval). Essas caracteristicas facilitam a dispersao dos parasitos para
ambientes geograficos distintos e a colonizagdo de novos hospedeiros (Bakke et al. 2002,
Cable e Harris 2002, Morand et al. 2002, Boeger et al. 2003).

A maioria das espécies de Gyrodactylus, cerca de 71%, ocorrem em apenas uma espécie
de hospedeiro (Bakke et al. 2002). Porém, algumas espécies de Gyrodactylus demonstram
capacidade de dispersar entre espécies simpatricas de hospedeiros, e assim constituir novas
populagdes de parasitos (Ergens 1983, Geets et al. 1999, Huyse e Volckaert 2002, Huyse et al.
2003, Zigtara ¢ Lumme 2003, Meinild et al. 2004, Cable et al. 2005). Além disso, alguns
estudos tém evidenciado que a troca de hospedeiro ¢ um dos principais fatores responsaveis
pela dispersdo e especiagdo de Gyrodactylus (Zigtara e Lumme 2002, Huyse et al. 2003,
Buchmann et al. 2004, Meinild et al. 2004, Boeger et al. 2005, Zigtara et al. 2006).

Os parasitos se fixam no hospedeiro por meio de estruturas esclerotizadas (e.g. ganchos
e ancoras) (Malmberg 1970, Buchmann 1999) e o estudo da variabilidade morfolégica dessas
estruturas constitui uma das principais formas de diferenciar Gyrodactylus spp. e avaliar sua
especificidade ao hospedeiro (Turgut et al. 1999, McHugh et al. 2000, Shinn et al. 1996,

2000, 2001, 2004). Por outro lado, marcadores moleculares de DNA tém se revelado como
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importantes ferramentas de suporte para analises morfoldgicas em estudos taxondmicos,
ecologicos e filogenéticos (Cunningham e Mo 1997, Harris 1998a, Matejusova et al. 2001,
Huyse e Volckaert 2002, Zigtara e Lumme 2002, 2003, Huyse et al. 2003, 2005, Meinila et al.
2004, Cable et al. 2005, LeBlanc et al. 2006, Zigtara et al. 2006).

Os marcadores moleculares de DNA mitocondrial (mtDNA) sdo extensivamente
utilizados em estudos filogeograficos, pois essas moléculas nao apresentam recombinacao
génica intermolecular, sua heranga ¢ assexual, e evoluem mais rapido que o DNA nuclear
(Avise 2000). Recentemente, Hansen et al. (2003) e Meinild et al. (2002, 2004) mostraram
que Gyrodactylus spp. exibem variagdes inter- e intra-especificas significativas no gene
mitocondrial citocromo oxidase I (COI), que se revelou ideal para estudos de dindmica
populacional.

Na América do Sul, sdo conhecidas quatro espécies de Gyrodactylus que compartilham
os hospedeiros simpatricos Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 e Corydoras paleatus
(Jenyns, 1842) (Bueno-Silva, capitulo I). As quatro espécies ndo ocorrem na mesma
propor¢ao na natureza, sendo que uma delas, Gyrodactylus sp. n., invariavelmente ¢ a mais
abundante (Bueno-Silva, capitulo I). Partindo dessa premissa, o presente estudo objetivou
compreender como Gyrodactylus sp. n. utiliza hospedeiros em simpatria. Com base em
estudos de dinamica de populagdes de Gyrodactylus spp. (Huyse et al. 2003, Zigtara ¢ Lumme
2002, 2003, Meinild et al. 2004, Boeger et al. 2005, Cable et al. 2005, Robertsen et al. 2007),
foram formuladas duas hipéteses: (1) Gyrodactylus sp. n. pode utilizar hospedeiros
simpatricos de forma indiscriminada? (2) A troca de hospedeiro pode favorecer a adaptacao
de linhagens de Gyrodactylus sp. n. entre espécies distintas de Corydoras? Para testar essas
hipoteses, foram utilizados dois conjuntos de técnicas morfométricas e moleculares, como

fontes hipoteticamente independentes de evidéncias.
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MATERIAL E METODOS

O método de coleta e processamento dos peixes hospedeiros foi 0 mesmo descrito na
secdo Material e Métodos do Capitulo I. Espécimes de Gyrodactylus sp. n. foram coletados
entre fevereiro de 2005 e maio de 2006 no rio Miringuava (n = 429) (25°38°06”S,
49°05°07"W), em Sdo José dos Pinhais, e no rio Piraquara (n = 64) (25°29°59”S,
49°02°40”W), municipio de Piraquara, Estado do Parana, Brasil.

Os parasitos foram fixados em formalina 5% (para andlise taxondmica) ou em alcool
etilico 96% conservados subseqiientemente a -20° C (para analise molecular e morfométrica).
O haptor de cada parasito foi separado do corpo e usado na confirmag¢do da identificacao da
espécie. As estruturas haptoriais de espécimes conservados em etanol foram preparadas em
lamina com meio de Hoyer (Humason, 1979), e fotografadas com uma camera digital
(Olympus QColor 5) acoplada a um microscépio Optico com contraste de fase (Olympus BX
51). As imagens resultantes foram utilizadas para medir as distancias dos pontos
morfométricos (vide abaixo).

Embora as hipoteses do presente estudo tenham respaldo na literatura cientifica, a
hipotese (2) tem sido a mais suportada em estudos de dinamica populacional de Gyrodactylus
spp. (Huyse e Volckaert 2002, Zigtara e Lumme 2002, Meinilé et al. 2004, Robertsen et al.
2007), pois o processo de diversificagdo de Gyrodactylus spp. € intensamente influenciado
pela capacidade de dispersdao dos parasitos (Boeger et al. 2003, Huyse et al. 2005) e pela co-
evolucdo entre parasito e hospedeiro (Boeger e Kritsky 1997). Por outro lado, a hipdtese (1)
reflete o habito generalista de Gyrodactylus spp. (Bakke et al. 2002). Assim, se os resultados
mostrarem que ndao ha diferencas morfométricas e moleculares entre espécimes de
Gyrodactylus sp. n. de hospedeiros distintos, a hipotese (1) serd aceita, do contrario, se for
demonstrado que os parasitos sdo adaptados aos seus respectivos hospedeiros, a hipdtese (2)

sera aceita e a hipotese (1) rejeitada.
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A terminologia ecoldgica foi usada de acordo com Bush et al. (1997).

Estudo morfométrico

O critério de escolha dos pontos morfométricos de ancora e gancho foi o mesmo de
outros estudos (Shinn et al. 1996, 2004, Bueno-Silva, capitulo I). Foram medidos 9 pontos de
ancora e gancho: abertura da ponta da ancora (APA), largura da lamina da ancora (LLA),
angulo de abertura da ponta da ancora (AAPA), comprimento da curva interna da ancora
(CCIA), comprimento total da ancora (CTA), comprimento da haste do gancho (CHG),
comprimento da cabega do gancho (CCQG), abertura da ponta do gancho (APG) e largura distal
do gancho (LDG). Todas as medidas sao apresentadas em micrometros.

As distancias dos pontos morfométricos foram medidas com o programa SigmaScan Pro
5.0 (SPSS, Inc.). Os dados foram logaritmizados (logaritmo natural) e avaliados por analise
discriminante e analise de variancia multivariada (MANOVA) com auxilio do programa

Statistica 6.0 (Statsoft, Inc.).

Procedimentos moleculares

A extragdo de DNA foi realizada segundo o método de Cunningham et al. (2001) ou
com kit de extragdo “DNeasy” (Qiagen). O protocolo do kit “DNeasy” foi adaptado para
extracdo de DNA de Monogenoidea: o produto final foi eluido duas vezes com 20 pl de
tampao AE, apds as amostras terem sido incubadas a 55° C por 1 minuto. Os pares de
“primers” LB (5’-TAATTGGTGGGTTTGGTAA-3”) e HB (5°-
AGCTACCACGAACCATGTAT-3), e ZMO1 (5’-GCGMCTAAATGCTTTAAGGGCTTG-
3’) e HB (Meinili et al. 2002, Hansen et al. 2003) foram usados para amplificar e seqilienciar

aproximadamente 800 pb do gene mitocondrial COI de 40 exemplares de Gyrodactylus sp. n.
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A reacdo de PCR foi preparada com 5 ul de extrato de DNA, 2 ul de MgCl, (50mM),
2,5ul de PCR-Bufter (10X), 0,25 pl de cada primer (50 pmol), 0,5 ul de ANTP (25mM), 1U
Platinum Taq DNA-polimerase (Invitrogen) e dgua bidestilada até completar volume final de
25 ul. O programa de PCR foi otimizado a partir de Meinild et al. (2002): desnaturacgao inicial
4 95° C por 5 min., seguidos de 40 ciclos de 94° C por 1 min., anelamento a 45° C por 1 min.,
extensdo a 74° C por 2 min., e extensdo final 4 74° C por 7 min. O produto de PCR foi
visualizado em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio, e purificado com kit
“Montage PCR” (Millipore). Os produtos de PCR purificados foram seqilienciados em um
seqlienciador ABI 3130 (Applied Biosystems) usando o protocolo indicado para o
equipamento.

As seqiiéncias de DNA foram editadas com o programa Staden Package 1.5 (Bonfield et
al. 1995) e o alinhamento foi realizado com ClustalW (Thompson et al. 1994) no programa
BioEdit 7.0.5.2 (Hall 1999). As seqiiéncias alinhadas foram comparadas com outras
seqliéncias de Gyrodactylus spp. do banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
A andlise de parcimoOnia foi realizada com o programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2001) ¢ a
analise bayesiana com o programa Mr.Bayes 3.1.1 (Ronquist ¢ Huelsenbeck 2003). O modelo
de evolucao molecular foi obtido com o programa ModelTest 3.7 (Posada e Crandall 1998).

A seqiiéncia de COI de Gyrodactylus sp. Norway-HH-2003 (AY258375) (Hansen et al.
2003) foi usada nas andlises como grupo externo. As arvores de parcimonia foram obtidas por
busca heuristica e o suporte de ramo por andlise de “bootstrap” com 1000 repeti¢cdes. Os
critérios da busca heuristica foram: caracteres com pesagem igual; arvores iniciais obtidas por
“stepwise addition”; e algoritmo de “branch-swapping” (tree-bisection-reconnection — TBR).

Os critérios da analise bayesiana foram: modelo molecular com 6 tipos de substituicao e

sitios variaveis com distribuicdo gama, estimado para 3.500.000 geracdes.
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A probabilidade de distribui¢do das linhagens de Gyrodactylus sp. n. entre Corydoras
spp. foi calculada pelo método de parcimonia, segundo Maddison (1995), com auxilio do
programa MacClade 4.0 (Maddison e Maddison 2000). O método consiste em testar se a
distribuicao das linhagens de parasitos, entre hospedeiros distintos, ¢ aleatdria ou ndo. Para
1sso, os hospedeiros sdo otimizados na arvore filogenética como fossem caracteres. A
aleatorizacdo da arvore, realizada com 1000 repeti¢des, mostra a distribuicao e a freqiiéncia
do ntimero de eventos de troca de hospedeiro. A partir desses dados, € possivel avaliar se a
associacdo parasito-hospedeiro observada ¢ significativamente diferente daquelas obtidas ao
acaso (i.e. se o parasito ndo apresenta nenhuma especificidade pela espécie hospedeira). Uma
distribuicao significativamente diferente do acaso (P < 0,01) denota especificidade do parasito
pela espécie do hospedeiro. As politomias foram resolvidas aleatoriamente com auxilio do
programa MacClade, a fim de que todos eventos de troca de hospedeiro fossem considerados.

A compatibilidade entre classificacdo molecular ¢ morfométrica de Gyrodactylus sp. n.
foi analisada pelo método de correlacao linear. A classificagdo molecular e morfométrica de
cada um dos 40 espécimes de Gyrodactylus sp. n. foram plotadas em duas matrizes e,
posteriormente, submetidas a analise de correlacdo com auxilio do programa Statistica 6.0
(Statsoft, Inc.). Os dados moleculares e morfométricos foram obtidos de um mesmo

individuo.

RESULTADOS

Dados morfométricos

As médias das distancias dos pontos morfométricos de ancora e gancho de Gyrodactylus

sp. n. procedentes do rio Miringuava sdo apresentadas na Tabela 1 e do rio Piraquara na

Tabela 2. A andlise de variancia multivariada revelou que Gyrodactylus sp. n. ¢
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morfometricamente distinta entre os hospedeiros C. paleatus e C. ehrhardti do rio Miringuava
(Wilks’ lambda = 0,75; F = 3,3; P < 0,01; n = 100). A andlise encontrou diferengas
significativas em dois pontos morfométricos de ancora (LLA e CTA) (Tabela 3). A analise
discriminante distinguiu Gyrodactylus sp. n. de cada hospedeiro em 71% dos casos.

A andlise de variancia multivariada também detectou diferengas morfométricas em
Gyrodactylus sp. n. de C. paleatus e C. ehrhardti do rio Piraquara (Wilks’ lambda = 0,68; F' =
2,2; P <0,05; n = 64). A analise encontrou diferenca em um ponto morfométrico de ancora
(CTA) (Tabela 4). A anélise discriminante distinguiu Gyrodactylus sp. n. de cada hospedeiro
em 72% dos casos.

As infrapopulacdes de Gyrodactylus sp. n. dos rios Miringuava e Piraquara
apresentaram diferencas significativas entre si quanto a morfometria de ganchos e ancoras,
independente das espécies de hospedeiros (Wilks’ lambda = 0,60; F = 10,7; P < 0,0001; n =
164). Os parasitos apresentaram maior semelhanga morfologica entre hospedeiros simpatricos
do que entre hospedeiros da mesma espécie procedentes de localidades diferentes (Tabela 5).

A andlise integrada das infrapopulacdes de Gyrodactylus sp. n. dos rios Miringuava e
Piraquara indica que as mesmas diferem em 6 pontos morfométricos: trés medidas de gancho
(CCG, CHG e APG) e trés de ancora (LLA, CCIA e AAPA) (Tabela 6). Por outro lado, a
analise das infrapopulag¢des dos dois rios e seus respectivos hospedeiros, revelou que apenas o
comprimento total da ancora (F = 11,6; P < 0,001) variou significativamente entre
infrapopulagdes de parasitos procedentes de hospedeiros e locais distintos. Infrapopulacdes de
parasitos dos dois rios foram distinguidas, em média, em 77% dos casos, com maior
porcentagem de classificagdo correta para o rio Miringuava (84%) e menor para o rio

Piraquara (67%) (Fig. 1).
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A andlise de variancia multivariada realizada exclusivamente com os hospedeiros, i.e
sem considerar a localidade dos mesmos, nao revelou diferencas morfométricas entre

Gyrodactylus sp. n. de C. paleatus e C. ehrhardti (Wilks’ lambda =0,91; F=1,6; P =0,12).

Dados moleculares

Foram obtidos cerca de 741 pb do fragmento de COI de 40 exemplares de Gyrodactylus
sp. n. (16 parasitos de C. paleatus e 24 de C. ehrhardti), procedentes dos rios Piraquara e
Miringuava. Foram detectadas duas linhagens principais de Gyrodactylus sp. n., as quais nao
corresponderam aos locais de coleta, mas sim as espécies de hospedeiros.

A andlise de parcimdnia revelou 2040 arvores igualmente parcimoniosas. As
substituigdes de nucleotideos foram observadas em 208 posi¢des, das quais 37 foram
parcimoniosamente informativas (indice de consisténcia = 0,90 e indice de retengdao = 0,88).
A andlise bayesiana foi realizada com o modelo de evolucao molecular (TVM+G) indicado
pelo programa ModelTest. A arvore resultante da analise bayesiana foi obtida com estimativa
para 3.500.000 de geracdes.

As andlises de parcimonia (Fig. 2) e bayesiana (Fig. 3) suportam a existéncia de pelo
menos duas linhagens de Gyrodactylus sp. n., uma na qual a maioria dos animais foi coletada
de C. paleatus e outra, de C. ehrhardti. Ambas analises evidenciaram eventos de troca de
hospedeiro. Parasitos coletados de C. ehrhardti foram agrupados com os da linhagem de C.
paleatus, sendo que 2 espécimes (de um total de 24) coincidiram nas anélises (E87718 e
E87719). Por outro lado, alguns parasitos coletados de C. paleatus foram agrupados com os
da linhagem de C. ehrhardti, dos quais 5 espécimes (de um total de 16) coincidiram nas
analises (P122615, P120112, P1219124, P121815 e P121711).

Todavia, como dito acima, com base na seqiiéncia do fragmento de COI, os individuos

de Gyrodactylus sp. n., na sua maioria, foram agrupados conforme seus respectivos
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hospedeiros em ambas analises (89,6% dos parasitos de C. ehrhardti e 59,3% dos parasitos
de C. paleatus, em média). Porém, alguns parasitos foram agrupados em clados de
hospedeiros diferentes do seu (10,4% para C. ehrhardti e 40,7% para C. paleatus, em média)
(Figs. 2, 3).

A otimizagdo mais parcimoniosa dos hospedeiros C. paleatus e C. ehrhardti sobre os
cladogramas mais parcimoniosos (7 = 2040) resultou em 6-9 eventos de dispersao (troca de
hospedeiros) (Fig. 4). Esse nimero de eventos de dispersdo (passos) foi significativamente
diferente do numero de eventos previstos se a distribuicdo das linhagens de Gyrodactylus sp.
n. entre seus hospedeiros distintos fosse ao acaso (vide distribuig¢do de freqiiéncia na Fig. 5),
1.e. ndo houve sobreposicao da distribuicao de freqiiéncia entre cladogramas com hospedeiros
definidos aleatoriamente e hospedeiros, de fato, observados.

A otimizacdo mais parcimoniosa dos hospedeiros C. paleatus ¢ C. ehrhardti sobre o
cladograma da analise bayesiana resultou em 8 eventos de dispersao (troca de hospedeiros)
(Fig. 6). Esse numero de eventos de dispersao foi significativamente diferente do namero de
eventos previstos se a distribui¢ao das linhagens de parasitos entre seus hospedeiros fosse ao
acaso (vide distribuicao de freqiiéncia na Fig. 7).

O relacionamento de grupos irmaos baseado nos dados moleculares dos 40 espécimes
de Gyrodactylus sp. n. coincidiu com a classificacio morfométrica na maioria dos casos (° =
0,83; P <0,0001). Em ambas andlises, 29 espécimes foram associados a hospedeiros corretos
e quatro espécimes a hospedeiros errados (P120112, P121711, P1219124 e P121815). O
agrupamento molecular dos espécimes restantes (n = 7) ndo coincidiu com os resultados da
analise morfométrica, sendo que, 3 espécimes (P122615, E87718 e E87719) corresponderam
aos seus hospedeiros apenas por classificacdo morfométrica e 4 espécimes (E119915,

E87717, E86911 e E88617) somente por classificacdo molecular.
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DISCUSSAO

O fato dos dados morfométricos mostrarem que Gyrodactylus sp. n. apresenta
especificidade morfométrica aos hospedeiros C. paleatus e C. ehrhardti, confirma a
correlagdo entre a morfologia de estruturas do héptor e a especificidade ao hospedeiro
proposta previamente por diversos autores (Geets et al. 1999, Simkova et al. 2001, 2006,
Cribb et al. 2002, Dmitrieva e Dimitrov 2002, Huyse e Volckaert 2002, Robertsen et al.
2007). De acordo com a analise de variancia multivariada, Gyrodactylus sp. n. diferiu entre
C. paleatus e C. ehrhardti nos pontos morfométricos LLA (largura da lamina da ancora),
CTA (comprimento total da ancora) e LDG (largura distal do gancho). Todas essas medidas
foram significativamente informativas na discriminagdo de infrapopulacdes de Gyrodactylus
sp. n., sendo que ponto CTA distinguiu as infrapopulagdes em ambos rios Piraquara e
Miringuava. Os resultados mostraram que as ancoras foram as estruturas que apresentaram
maior variagdo morfométrica entre as infrapopulagdes, como evidenciado para outras
Gyrodactylus spp. por Geets et al. (1999), Dmitrieva e Dimitrov (2002) e Huyse e Volckaert
(2002). Contudo, os ganchos contribuiram mais na discrimina¢ao de infrapopulagdes de
Gyrodactylus sp. n., indicando que pontos morfométricos associados com a fixa¢ao do
parasito no hospedeiro (Shinn et al. 2003, 2004), refletem a adaptacao morfologica de
Gyrodactylus sp. n. a espécies distintas de Corydoras.

As infrapopulagdes de Gyrodactylus sp. n. dos rios Miringuava e Piraquara diferiram
entre si quanto a morfometria de ancoras e ganchos, independente da espécie de hospedeiro.
Esses dados sugerem que variacdes morfométricas regionais podem estar relacionadas com
variaveis abidticas (e.g. temperatura da agua) e/ou bidticas (e.g. disponibilidade de
hospedeiro) (Malmberg 1970, Mo 1991a,b, Rohde 1991, Perera 1992, De Meets et al. 1993,
Harris 1998b, Geets et al. 1999, Dmitrieva e Dimitrov 2002, Huyse e Volckaert 2002,

Déavidova et al. 2005, Robertsen et al. 2007). Shibatta e Hoffmann (2005) mostraram que
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populagdes de C. paleatus do Alto Iguacu (PR) apresentam variagdes morfométricas regionais
definidas, o que leva a considerar que as diferengas morfométricas nos ganchos de
Gyrodactylus sp. n., entre populacdes distantes de Corydoras, podem decorrer de variagdes na
morfologia dos hospedeiros. Partindo do pressuposto que a especificidade de Gyrodactylus
spp. ¢ determinada pela morfologia e fisiologia epitelial do hospedeiro (Buchmann 1999,
2001, Buchmann et al. 2004, Larsen et al. 2006), acredita-se que a variagdo morfométrica de
Gyrodactylus sp. n. resulta de sua adaptacao local a C. paleatus e C. ehrhardti, o que
caracteriza a diferenciacdo alopatrica dos parasitos.

A andlise filogenética do gene mitocondrial COI identificou duas linhagens principais
de Gyrodactylus sp. n., as quais corresponderam as espécies de hospedeiros, mas nao a sua
localizagdo geografica. O fato da distribui¢ao dos parasitos estar relacionada com as espécies
de hospedeiros confirma os dados morfométricos e as observagdes de Hansen et al. (2003),
Meinild et al. (2004) e Robertsen et al. (2007), os quais mostraram que a distribuicdo de
linhagens mitocondriais de Gyrodactylus spp. relacionou-se com a especificidade dos
parasitos. Porém, o fato de infrapopulagdes de parasitos de locais distintos diferirem entre si
apenas morfometricamente, ¢ ndo geneticamente, leva a sugerir duas hipoteses: (1) as
infrapopulagdes de Gyrodactylus sp. n. dos rios Piraquara e Miringuava sdo capazes de
manter fluxo génico entre si; ou (2) que a variabilidade morfométrica dos parasitos ¢
exclusivamente fenotipica, i.e. independe da variabilidade genética.

Os agrupamentos através de dados morfométricos ou moleculares mostraram que nem
todos espécimes de Gyrodactylus sp. n. foram agrupados com individuos coletados na mesma
espécie hospedeira, confirmando resultados de outros estudos sobre a capacidade de dispersao
de Gyrodactylus spp. entre hospedeiros simpatricos (Geets et al. 1999, Huyse e Volckaert
2002, Hansen et al. 2003, Huyse et al. 2003, Meinild et al. 2004) e a alta capacidade de troca

de hospedeiro (Boeger et al. 2003). A falta de correspondéncia entre espécies de parasitos e
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hospedeiros pode refletir possiveis eventos de troca de hospedeiro (Geets et al. 1999, Bakke et
al. 2002, Huyse e Volckaert 2002, Cable et al. 2005), como evidenciado pela otimizagdo da
espécie de hospedeiro nos cladogramas moleculares. As analises revelaram que os parasitos
ndo ocorreram aleatoriamente entre hospedeiros simpatricos, ou seja, o isolamento genético
das linhagens parece estar relacionado com a espécie hospedeira e isso corrobora os dados de
Hansen et al. (2003), Meinili et al. (2004) e Robertsen et al. (2007). A freqiiéncia de eventos
de troca de hospedeiro revelou que a distribuig¢do das linhagens de Gyrodactylus sp. n. resulta
entre 6-9 eventos de troca de hospedeiro entre C. ehrhardti e C. paleatus. Portanto, a
diferenciagdao morfoldgica e molecular de Gyrodactylus sp. n. reflete eventos de diferenciagao
genética e morfologica, a qual pode resultar na especiagdo “simpatrica” dos parasitos.

A grande similaridade morfologica entre individuos das infrapopulagdes de
Gyrodactylus sp. n. sugere que esses nao representam duas espécies distintas. Todavia,
adaptagdes morfométricas especificas aos hospedeiros indicam que Gyrodactylus sp. n.
apresenta agrupamentos com especificidade distinta para hospedeiros simpatricos, como
também evidenciado pelos dados moleculares.

Assim, a identificagdo de duas linhagens mitocondriais de parasitos levou ao
questionamento o status taxondmico de Gyrodactylus sp. n.: trata-se de uma espécie
generalista, ou duas espécies cripticas? A mesma indagagao foi feita por Meinild et al. (2004)
ao identificarem 6 haplotipos para as espécies Gyrodactylus thymalli Zithan, 1960 e
Gyrodactylus salaris Malmberg, 1957. Zigtara e Lumme (2003) postularam trés condigdes
para distinguir espécies simpatricas de Gyrodactylus: (1) consistente diferenca no DNA, (2)
diferen¢a na forma dos ganchos e (3) especificidade ao hospedeiro.

Apesar dos resultados do presente estudo coincidirem com as hipdteses (1) e (3) de
Zigtara e Lumme (2003), a capacidade de Gyrodactylus sp. n. dispersar entre espécies de

hospedeiros, e a similaridade na forma de ancoras e ganchos entre infrapopulagdes distintas,
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sugerem que Gyrodactylus sp. n. seja considerada uma Unica espécie que, aparentemente,
apresenta clara evidéncia de adaptagdao a dois hospedeiros distintos. Sugere-se que esta
situagdo represente etapas iniciais do processo de especiagao simpatrica pelo fato dos
hospedeiros compartilharem o mesmo espago geografico e os parasitos serem capazes de
trocar de hospedeiro (Brooks e McLennan 1991, Le Gac e Giraud 2004, Huyse et al. 2005).
O resultado final do processo detectado nesse estudo ¢ incerto, mas certamente € consistente
com a proposta de Boeger et al. (2003) sobre a dinamica de diversificacdo das linhagens
viviparas de Gyrodactylidae.

O erro de classificagdo molecular de Gyrodactylus sp. n. diferiu entre os agrupamentos
de parasitos coletados nos hospedeiros, C. paleatus e C. ehrhardti, sugerindo dinadmicas
distintas de parasitismo entre hospedeiros (Geets et al. 1999, Boeger et al. 2005). O fato de
alguns parasitos corresponderem aos seus hospedeiros apenas por andlise morfométrica
indica que, além de eventos de troca de hospedeiro, Gyrodactylus sp. n. pode apresentar
variacoes fenotipicas que dificultam a distingdo de parasitos morfologicamente semelhantes,
procedentes de hospedeiros distintos, através da analise morfométrica. Essas variagdes
podem resultar de variaveis ambientais (Malmberg 1970, Harris 1998b, Geets et al. 1999,
Huyse e Volckaert 2002 e Davidova et al. 2005). Entretanto, o fato de alguns parasitos
corresponderem aos seus hospedeiros apenas por analise molecular sugere que a
variabilidade morfométrica de estruturas do haptor resulta essencialmente de plasticidade
fenotipica, que poderia favorecer a permanéncia, mesmo que temporaria, de individuos de
Gyrodactylus sp. n. em uma espécie de hospedeiro diferente.

Os resultados obtidos nesse estudo parecem oferecer, ainda, subsidios para uma melhor
compreensdo dos resultados obtidos por Boeger et al. (2005). Esses autores evidenciaram,
sob condi¢des laboratoriais, que clones de Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger,

2000 apresentaram prevaléncia e abundancia diferentes entre C. paleatus e C. ehrhardti. Em
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C. paleatus, as infrapopulagdes atingiram maior numero de parasitos € permaneceram por
mais tempo do que em C. ehrhardti. Os experimentos de Boeger et al. (2005) foram
realizados com clones de um unico parasito coletado de C. paleatus. Assim, a diferenca
observada entre as dindmicas populacionais de G. anisopharynx entre hospedeiros distintos
pode simplesmente ter refletido uma maior adaptacao dos clones por seu hospedeiro original,

C. paleatus.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Andlise discriminante de pontos morfométricos de ancora e gancho de
Gyrodactylus sp. n. entre espécies de hospedeiros procedentes dos rios Miringuava e
Piraquara, Parand, Brasil. A linha vertical pontilhada separa as infrapopulacdes de
Gyrodactylus sp. n. do rio Miringuava a direita (84%) e as do rio Piraquara a esquerda

(67%).

Figura 2. Relagdo filogenética de Gyrodactylus sp. n. entre hospedeiros simpatricos
Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 (identificado pela letra “E” e pela cor preta) e
Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) (identificado pela letra “P” e pela cor cinza), baseada na
analise de 40 seqiiéncias do gene mitocondrial COI. O cladograma representa uma das
arvores igualmente parcimoniosas da analise de parcimonia. A arvore esta enraizada (grupo
externo — GspNorw = Gyrodactylus sp. Norway-HH-2003). Valores de “bootstrap” menores

que 50% nado foram mostrados.

Figura 3. Relagdo filogenética de Gyrodactylus sp. n. entre hospedeiros simpatricos
Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 (identificado pela letra “E” e pela cor preta) e
Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) (identificado pela letra “P” e pela cor cinza), baseada na
andlise de 40 seqiiéncias do gene mitocondrial COI. Filograma da andlise bayesiana com

valores de probabilidade posterior.

Figura 4. Um dos cladogramas mais parcimoniosos de Gyrodactylus sp. n. evidenciando

eventos de troca de hospedeiro (n = 8). Parasitos coletados de Corydoras ehrhardti

Steindachner, 1910 sdo representados pelo agrupamento em cinza escuro (& esquerda), e
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parasitos coletados de Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) pelo agrupamento em cinza claro (a
direita). Individuos destacados em cinza claro no agrupamento da esquerda representam
parasitos que dispersaram de C. ehrhardti para C. paleatus. Individuos destacados em cinza
escuro no agrupamento da direita representam parasitos que dispersaram de C. paleatus para

C. ehrhardti.

Figura 5. Andlise da distribuicao de linhagens de Gyrodactylus sp. n. entre hospedeiros
distintos. O nimero de eventos de dispersdo (troca de hospedeiros) nos cladogramas mais
parcimoniosos (indicados pela cor cinza; n = 6-9) indica que a distribuicao das linhagens de
parasitos entre hospedeiros distintos ndo ocorreu ao acaso (P < 0,001). Colunas em cinza

escuro simulam a distribuicao das linhagens caso ndo houvesse especificidade ao hospedeiro.

Figura 6. Cladograma da anélise bayesiana evidenciando eventos de troca de hospedeiro (n
= 8). Parasitos coletados de Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 sdo representados pelo
agrupamento em cinza escuro (a esquerda), e parasitos coletados de Corydoras paleatus
(Jenyns, 1842) pelo agrupamento em cinza claro (a direita). Individuos destacados em cinza
claro no agrupamento da esquerda representam parasitos que dispersaram de C. ehrhardti
para C. paleatus. Individuos destacados em cinza escuro no agrupamento da direita

representam parasitos que dispersaram de C. paleatus para C. ehrhardti.

Figura 7. Andlise da distribuicdo de linhagens de Gyrodactylus sp. n. entre hospedeiros
distintos. O nimero de eventos de dispersdo (troca de hospedeiros) no cladograma da analise
bayesiana (indicado pela seta; n = 8) indica que a distribui¢do das linhagens de parasitos entre
hospedeiros distintos ndo ocorreu ao acaso (P < 0,001). Colunas em cinza escuro simulam a

distribui¢do das linhagens caso ndo houvesse especificidade ao hospedeiro.
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Tabela 1. Valores médios das distancias dos pontos morfométricos de ancora e gancho

de Gyrodactylus sp. n. coletados de Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 e Corydoras

paleatus (Jenyns, 1842) no rio Miringuava, Parand, Brasil. Os valores, apresentados em

micrometros, indicam respectivamente: média e intervalo de confianca de 95%.

Variaveis

Gyrodactylus sp. n.

(C. paleatus)

(n=50)

Gyrodactylus sp. n.

(C. ehrhardti)

(n=50)

Abertura da ponta
Largura da lamina

Ancora Comprimento da curva interna
Angulo de abertura da ponta

Comprimento total

23,4 (22,7-24)
10,2 (10-10,5)
4,1 (3,6-4,6)

10,0 (8,7-11,3)

64,0 (63,2-64,8)

24,1 (23,4-24.9)
9,9 (9,7-10,1)
4,5 (4,0-5,0)
10,6 (9,5-11,8)

65,2 (64,4-66,1)

Comprimento da haste
Gancho Comprimento do gancho

Largura distal

Abertura da ponta

18,1 (17,9-18.3)
10,7 (10,5-10,9)
4,0 (3,9-4,1)

10,6 (10,4-10,7)

17,8 (17,5-18,1)
10,7 (10,5-10,9)
3,9 (3,8-4,0)

10,5 (10,4-10,7)
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Tabela 2. Valores médios das distancias dos pontos morfométricos de ancora e gancho

de Gyrodactylus sp. n. coletados de Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 e Corydoras

paleatus (Jenyns, 1842) no rio Piraquara, Parana, Brasil. Os valores, apresentados em

micrometros, indicam respectivamente: média e intervalo de confianca de 95%.

Variaveis

Gyrodactylus sp. n.

(C. paleatus)

(n=41)

Gyrodactylus sp. n.

(C. ehrhardti)

(n=23)

Abertura da ponta
Largura da lamina

Ancora Comprimento da curva interna
Angulo de abertura da ponta

Comprimento total

23,7 (22,3-25,1)
9,8 (9,4-10,2)
5,5 (4,5-6,5)
13,5 (10,9-16)

65,3 (64,2-66,4)

23,1 (21,5-24.8)
9,6 (9,0-10,3)
5,2 (4,2-6,2)

13,9 (10,9-16,8)

62,8 (61,3-64,2)

Comprimento da haste
Gancho Comprimento do gancho

Largura distal

Abertura da ponta

17,1 (16,6-17,6)
10,2 (9,9-10,4)
4,1 (3,9-4,3)

10,4 (10,2-10,7)

17,3 (16,9-17,7)
10,0 (9,7-10,4)
3,8 (3,6-4,1)

10,1 (9,7-10,5)
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Tabela 3. Analise de variancia multivariada dos pontos

morfométricos de ancora e gancho de Gyrodactylus sp. n.

dos hospedeiros Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) e

Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 procedentes do

rio Miringuava, Parand, Brasil. (Wilks’ Lambda = 0,75; F

=3,3; P<0,01).

Variaveis

Valor de F  Indice P

Abertura da ponta da ancora

Largura da lamina da ancora
Comprimento da curva interna da ancora
Angulo de abertura da ponta da dncora
Comprimento total da ancora
Comprimento da haste do gancho
Comprimento da cabega do gancho
Largura distal do gancho

Abertura da ponta do gancho

2,52
6,55
0,73
0,22
3,96
3,40
0,01
1,77

0,06

0,12
<0,05
0,39
0,64
<0,05
0,07
0,94
0,19

0,80
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Tabela 4. Analise de variancia multivariada dos pontos

morfométricos de ancora e gancho de Gyrodactylus sp. n.

dos hospedeiros Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) e

Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 procedentes do

rio Piraquara, Parana, Brasil. (Wilks’ Lambda = 0,68; F' =

2,2; P <0,05).

Variaveis

Valor de F  Indice P

Abertura da ponta da ancora

Largura da lamina da ancora
Comprimento da curva interna da ancora
Angulo de abertura da ponta da dncora
Comprimento total da ancora
Comprimento da haste do gancho
Comprimento da cabega do gancho
Largura distal do gancho

Abertura da ponta do gancho

0,28
0,42
0,62
1,40
7,13
0,45
1,00
3,68

3,28

0,60
0,52
0,43
0,24
<0,05
0,51
0,32
0,06

0,08
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Tabela 5. Distancia de Mahalanobis de pontos morfométricos de Gyrodactylus sp. n.
entre hospedeiros Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) e Corydoras ehrhardti
Steindachner, 1910 procedentes dos rios Miringuava e Piraquara, Parana, Brasil. Os
valores indicam o indice P da distancia de Mahalanobis de pontos morfométricos de

ancora e gancho.

C. paleatus C. ehrhardti C. paleatus

(Rio Miringuava) (Rio Miringuava)  (Rio Piraquara)

C. paleatus (Rio Miringuava) -

C. ehrhardti (Rio Miringuava) 0,009 * -
C. paleatus (Rio Piraquara) 0,000001 0,0003 -
C. ehrhardti (Rio Piraquara) 0,00003 0,000004 0,001 **

* [ndice P da distancia de Mahalanobis entre infrapopulagdes de Gyrodactylus sp. n. do rio Miringuava.

** [ndice P da distancia de Mahalanobis entre infrapopulagdes de Gyrodactylus sp. n. do rio Piraquara.
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Tabela 6. Analise de variancia multivariada dos pontos

morfométricos de ancora e gancho de infrapopulagdes de

Gyrodactylus sp. n. procedentes dos rios Miringuava e

Piraquara, Parana, Brasil. (Wilks’ Lambda = 0,60; F =

10,7; P < 0,0001).

Variaveis Valor de F  Indice P
Abertura da ponta da ancora 2,04 0,16
Largura da lamina da ancora 8,72 <0,01
Comprimento da curva interna da ancora 6,84 <0,05
Angulo de abertura da ponta da ancora 9,59 <0,01
Comprimento total da dncora 0,84 0,36
Comprimento da haste do gancho 21,10 <0,0001
Comprimento da cabega do gancho 23,54 <0,0001
Largura distal do gancho 0,00 0,98
Abertura da ponta do gancho 4,45 <0,05
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