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RESUMO

Os Gyrodactylidae s&o animais de grande importancia econdmica e bioldgica. E a Unica familia de
Monogenoidea a apresentar reproducdo por hiperviviparidade, considerada uma inovagdo-chave em
Gyrodactylidae. Essa familia é representada por espécies viviparas e oviparas. Acredita-se que a origem
da familia esteja associada a dispersdo de um ancestral marinho para um grupo de peixes de dgua doce da
América do Sul. Espécies oviparas sdo encontradas apenas na Regido Neotropical. A hiperviviparidade é
uma caracteristica Unica do grupo e supostamente confere ao clado viviparo uma altissima habilidade de
dispersdo e troca de hospedeiros, resultando em um grande nimero de espécies amplamente distribuidas
em todos os continentes e oceanos do mundo. Aparentemente, o clado viviparo representa um
agrupamento monofilético, enquanto que as espécies oviparas formam um grupo parafilético basal.
Acredita-se que os Gyrodactylidae viviparos tenham sofrido uma grande diversificacdo devido a extensa
radiacdo adaptativa, o que é discutido por varios autores. Outro fator que pode ter contribuido para essa
diversificacdo € a especiagdo por isolamento periférico seguida de troca de hospedeiros, decorrente da
habilidade dos parasitos dispersarem durante toda fase da vida. Se as previsdes do modelo de Boeger et al.
(2003, 2005) estiverem corretas, espécies oviparas de Gyrodactylidae devem apresentar uma distribuicao
restrita (em hospedeiros Loricariidae e outras familias proximas) e fortemente associada a processo de
coespeciagdo, enquanto que os Gyrodactylidae viviparos apresentardo um padrdo de distribuicdo mais
amplo e com baixa associa¢do com eventos coevolutivos. O objetivo deste trabalho € testar essas hipdteses
utilizando andlises ecologicas e de coevolucao. Esse estudo foi realizado através de um intenso esforgo de
coleta, em um unico trecho do rio Marumbi-PR, Brasil, fornecendo uma amostragem dos principais
representantes das familias de hospedeiros mais comuns da regido. O estudo indica que a associagdo
ecoldgica entre os girodactilideos e seus hospedeiros esta fortemente relacionada aos processos de
coevolucgéo entre essas espécies. A rede de interacdo de Gyrodactylidade e seus hospedeiros indicam que
ocorre uma forte interacdo entre as espécies do grupo oviparo de Gyrodactylidae com espécies de
Loricariidae, enquanto que as espécies parasitas do clado viviparo fazem interagdes com quase todos o0s
representantes das familias de hospedeiros amostradas. Os resultados das redes de interacdo entre 0s
girodactilideos oviparos e viviparos corrobora com as hipoteses sobre a diversificacdo propostas por
Boeger et al. (2003). As espécies do grupo oviparo mostram-se mais aninhadas quando comparadas com o
grupo viviparo, indicando que 0 grupo oviparo possui maior numero de interacbes com espécies
hospedeiras. A analise de modularidade indica que as espécies do grupo oviparo mostraram alta
especificidade as espécies hospedeiras de Loricariidae, enquanto que, as espécies do clado viviparo estdo
distribuidas em hospedeiros de diferentes tdxons, mas ao contrario do esperado, mostram um padréo de
alta especificidade com seus hospedeiros. A analise de coevolugdo entre as espécies de Gyrodactylidae e
seus hospedeiros, esta igualmente congruente a hipdtese de Boeger et al.(2003). Para as espécies oviparas,
a congruéncia com a hipotese estd diretamente associada a processos de coespeciacdo. Enquanto os
viviparos apresentam caracteristicas que aumentam sua habilidade de colonizar novas linhagens de
hospedeiros, eles aparentemente passam por um processo de especializagdo/adaptacdo a linhagem do
hospedeiro. Esse processo o limita a linhagens hospedeiras mais préximas, as quais compartilham recursos
semelhantes (simplesiomorfias) devido & ancestralidade mais recente. Portanto, o cenario observado na
estrutura da comunidade de peixes e seus Gyrodactylidae parece estar fortemente relacionado com o
processo denominado “ecological fitting”, definido por Brooks e McLennan (2002).

Palavras-chave: Monogenoidea, Gyrodactylidae, Rede de Interacdo, Associacdao Ecoldgica, coevolugdo.
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ABSTRACT

Gyrodactylidae are animals of great economic and biological importance. It is the only family of
Monogenoidea to show reproduction by hyperviviparity, considered a key innovation in Gyrodactylidae.
This family is represented by oviparous and viviparous species. It is believed that the origin of the family
must be associated to dispersion of a marine ancestor to a group of freshwater fish from South America.
Oviparous species are found only in the Neotropical region. Hyperviviparity is a unique feature of the
group and viviparous clade supposedly results in a high ability of dispersion and host switching, resulting
in a large number of species widely distributed in all continents and oceans of the world. Apparently, the
viviparous clade represents a monophyletic group, whereas oviparous species form a basal paraphyletic
group. It is believed that the viviparous Gyrodactylidae have suffered a great diversification due to the
extensive adaptive radiation, which is discussed by several authors. Another factor that may have
contributed to this diversification is the speciation by peripheral isolation following host switch, caused by
the ability of this parasite group to disperse during the entire life. If the predictions of Boeger et al. (2003,
2005) model are correct, the oviparous Gyrodactylidae species must have a restricted distribution (in
Loricariidae hosts and other related families) which is strongly associated to coespeciation processes,
whereas the viviparous Gyrodactylidae will present a wider host distribution with limited influence of
coevolutionary events. This study aims to test these hypotheses using ecological and coevolutionary
analysis. This study was realized through an intensive effort to collect in a single stretch of the Marumbi
River-PR, Brazil, providing a sampling of the main representatives of the most common species and host
families in the region. The study indicates that the ecological association between gyrodactylids and their
hosts is closely related to the coevolution processes among these species. The network of Gyrodactylidae
and their hosts indicates that there is a strong interaction between the of oviparous Gyrodactylidae species
with Loricariidae species, while the parasites species of viviparous clade interact with almost all
representatives of hosts families sampled. The comparative results of the interaction networks between
oviparous and viviparous gyrodactylids corroborate the hypotheses of diversification proposed by Boeger
et al. (2003). The oviparous species group is more nested when compared with the viviparous, indicating
that the species of oviparous group have a higher number of host species interactions. The modularity
analysis indicates that the species of the oviparous group show high specificity to host species of
Loricariidae, while viviparous species clade are distributed in hosts of different taxa, but opposite to the
expectations, show high specificity pattern with their hosts. The coevolution analysis between
Gyrodactylidae and their hosts are very consistent with the hypothesis of Boeger et al. (2003). For
oviparous species, the congruence with the hypothesis is directly associated with coespeciation processes.
While the viviparous have characteristics that increase their ability to colonize new host lineages, they
apparently go through a process of specialization / adaptation to the host lineage. This process limits its
distribution to closely related hosts species which share similar resources (e.g., symplesiomorphies) due to
a recent ancestrality. Thus, the structure of the community of fishes and their Gyrodactylidae seems to be
strongly influenced by the process termed "ecological fitting", as defined by Brooks and McLennan
(2002).

Key-words: Monogenoidea, Gyrodactylidae, Network Interaction, Ecological Association, Coevolution.
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INTRODUCAO

Monogenoidea representa um grupo de parasitos amplamente distribuido no mundo,
encontrados em peixes de agua doce, marinhos, vertebrados terrestres e invertebrados. Na
Ameérica do Sul, sdo conhecidas 658 espécies de Monogenoidea (Cohen e Kohn, 2008),
organizadas em 70 géneros. Essas espécies ocorrem em 144 espécies de peixes neotropicais
(Boeger et al., 2006).

Gyrodactylidae Van Beneden et Hess, 1863 representa um taxon de grande importancia
entre os Monogenoidea, em funcio de fatores econdmicos e caracteristicas bioldgicas. E a Unica
familia dentre os Monogenoidea a apresentar reproducdo por hiperviviparidade, na qual um verme
“mae” pode carregar em seu Utero geragdes subsequentes de vermes “filhos” (Cable e Harris,
2002). Muitas de suas espécies sdo consideradas pragas em pisciculturas. Gyrodactylus salaris
Malmberg, 1956 é a espécie mais conhecida da familia por promover perdas anuais de até 25%
nas populac@es nativas de salmao na Noruega. Essa espécie € um agente patogénico de notificacao
obrigatoria para a OIE (Organizacdo Internacional de Epizotias) (OIE, 2003).

Até a década de 80, Gyrodactylidae incluia apenas espécies viviparas. Harris (1983) prop0s
Oogyrodactylidae Harris, 1983 para duas espécies oviparas de monogenodideos com morfologia
similar a dos girodactilideos viviparos; desde entdo, outras espécies oviparas tem sido descritas
(Kritsky e Boeger, 1991; Boeger et al., 1994; Kritsky et al., 2007). Os limites de Gyrodactylidade
foram expandidos por Boeger et al. (1994), ap6s analise filogenética que indicou as espécies
oviparas de Oogyrodactylidae como sendo um agrupamento parafilético a Gyrodactylidae,
sugerindo que seus membros deveriam ser incluidos em Gyrodactylidae como um agrupamento

basal.

Assim, atualmente Gyrodactylidae inclui espécies viviparas e oviparas. As espécies
oviparas, aparentemente, estdo restritas a regiao Neotropical e ocorrem principalmente em peixes
Loricariidae (Bakke et al., 2002) e em algumas espécies de Pimelodidae (Kritsky et al., 2007),
enquanto que as espécies viviparas possuem uma ampla distribuicdo em ambientes marinhos e de
agua doce, parasitando diversos grupos de hospedeiros: Cephalopoda, Amphibia e diversos grupos

de peixes 6sseos.



Malmberg (1964) apresentou as primeiras propostas de relacionamento filogenético entre os
Gyrodactylidae, utilizando informag6es das estruturas do héptor, 6rgdo copulatorio e do sistema
excretor. Inicialmente, foram utilizadas somente espécies viviparas de Gyrodactylus von
Nordmann, 1832, as quais o autor dividiu em seis sub-géneros (Malmberg, 1970). Posteriormente,
0 autor analisou o desenvolvimento do sistema protonefridial e incluiu em sua proposta, além das
espécies de Gyrodactylus, outras espécies viviparas (i.e. Macrogyrodactylus Malmberg, 1956,
Polyclithrum Rogers, 1967, Isancistrum De Beauchamp, 1912) e a Unica espécie ovipara
conhecida na época de Oogyrodactylus Harris, 1983 (Malmberg, 1998). Nesse mesmo trabalho, o
autor sugere que Macrogyrodactylus seja uma forma basal de Gyrodactylidae. No entanto, o autor
conclui que a viviparidade desenvolveu-se somente uma vez apds a evolugdo de
Macrogyrodactylus. E propde que a forma do sistema excretor de Oogyrodactylus possa ser uma
convergéncia com espécies viviparas e que a oviparidade pode representar uma condicdo primitiva

ou ainda, uma reversdo secundaria na familia.

A origem de Gyrodactylidae parece ter sido recente, ha aproximadamente 66-100 milhdes de
anos, possivelmente apos a separacdo do Gondwana, j& que a origem de sua espécie ancestral
ovipara parece estar relacionada a dispersdo de um hospedeiro marinho para Loricariidae, uma
familia de Siluriformes com distribuigdo restrita a América do Sul (Boeger e Kritsky, 2001). A
distribuicdo mundial das espécies viviparas parece, portanto, estar associada com mecanismos ndo
vicariantes, especialmente dispersdo, utilizando espécies hospedeiras marinhas como ponte para
ultrapassar barreiras biogeograficas (Boeger et al., 2003).

Filogeneticamente, as espécies viviparas formam um grupo monofilético derivado, contendo
clados internos com diferentes suportes (Kritsky e Boeger, 2003). De acordo com o modelo
proposto por Boeger et al. (2003), as espécies viviparas diversificaram devido a sua maior
capacidade de realizar troca de hospedeiro, o que facilita a colonizacdo de novos hospedeiros e
subsequentemente de novas regiGes biogeograficas. O numero de espécies do clado viviparo
(aproximadamente 500 espécies) (Bakke et al., 2002) é significativavemente maior do que o de
Seu grupo-irmao oviparo, com apenas 23 espécies registradas até o0 momento (Kritsky et al., 2007).

Brooks e McLennan (1993) sugerem que modos de especiagdo adaptativos ocorrem com
maior frequéncia em monogendideos do que em outros grupos de parasitos Platyhelminthes. Esses

autores acreditam que isso seja um forte exemplo de uma radiacdo adaptativa. Boeger et al. (2003)
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testaram a hipotese de que Gyrodactylidae viviparos mostram grande diversificagdo primaria
como consequéncia de extensa radiacdo adaptativa, utilizando os critérios propostos por Brooks e
McLennan (1993): (1) o grupo viviparo contém mais espécies do que seu grupo irmao oviparo (2)
a riqueza de espécies € uma caracteristica derivada dentro do clado mais abundante (viviparo), (3)
um carater apomorfico presente no grupo mais rico em espécies aumenta o potencial de
especiacdo adaptativa (ou seja, especiacdo simpatrica ou especiagdo por isolamento periférico
deverd ocorrer), e (4) modos de especiacdo adaptativa impulsionando o papel dominante na

especiacao para 0 grupamento mais ricos em espécies.

Conforme Boeger et al. (2003), a alta taxa de diversificagdo dos Gyrodactylidae viviparos
estd aparentemente associada a caracteres simplesiomorficos e apomdrficos (inovagdes chave),
tais como: caracteristicas simplesiomorficas (1) ectoparasitismo; (2) ciclo de vida monoxénico,
permite que esses parasitos completem seu ciclo de vida em uma Unica espécie de hospedeiro, sem
depender de outras espécies de hospedeiros (como é o caso de parasitos heteroxénicos); (3) perda
do estdgio de oncomiracidio livre, a qual aparentemente resultou no aumento da taxa de
sobrevivéncia da prole, e a capacidade desses animais mudar de hospedeiros (transmissao)
multiplas vezes durante seu ciclo vital através de uma estratégia de transmissdo de estagios
preadulto/adulto; caracteristicas apomorficas: (4) desenvolvimento progenético; (5)
hiperviviparidade, que aumentou a taxa reprodutiva, na qual no utero de um mesmo “verme-mae”
pode existir de 2-5 geracdes de embrides; (6) protogenia; (7) partenogénese; e (8) perda do ovo
contendo uma gota de cimento, que representou uma liberacdo da restricdo a grupos de
hospedeiros que apresentem superficie rigida na qual o ovo poderia ser fixado (Boeger et al.,
2003).

As espécies do agrupamento basal oviparo de Gyrodactylidae produzem ovo com uma
goticula adesiva perto da ponta do filamento polar proximal. Essa caracteristica é compartilhada
com espécies de Udonellidae e Acanthocotylidae (Boeger e Kritsky, 2001). A goticula adesiva
serve para fixar individualmente, ou em grupos, os ovos em superficies duras de seus hospedeiros,
onde ocorre o desenvolvimento embrionario (Kearn, 1986, 1998). Nos Gyrodactylidae oviparos, a
larva eclodida ndo contém cilios e, portanto, é incapaz de procurar ativamente um novo

hospedeiro. Os hospedeiros naturais sdo geralmente bentdnicos e a larva, ou o parasito adulto,



pode mostrar comportamento adaptativo que aumenta a possibilidade de transmissédo (Kearn,
1998; Cable e Harris, 2002).

Segundo Boeger et al. (2003), o desenvolvimento da gota adesiva sobre o filamento do ovo
em um ancestral comum de Udonellidae, Acanthocotylidae e Gyrodactylidae, aparentemente
proporcionou um potencial aumento da sobrevivéncia e sucesso da prole e, assim, de transmissao
entre hospedeiros. No entanto, essa caracteristica provavelmente reduziu a capacidade de
dispersdo das espécies oviparas para novos hospedeiros, limitando o espectro de hospedeiros alvos
para aqueles com superficies duras. Essa hipotese é corroborada pelo conjunto limitado de grupos
de hospedeiros parasitados por membros dessas familias de Monogenoidea. Nos taxons, nos quais
0s ovos sdo fixados na superficie dura do hospedeiro (udonelideos e girodactilideos oviparos), a
mudanca de hospedeiro parece ser ainda mais limitada do que em Acanthocotylidae, cujas
espécies depositam o0s ovos em superficies duras (e.g., grdos de areia ou rochas), nao
necessariamente associados com o hospedeiro (Macdonald e Llewellyn, 1980; Kearn, 1993). O
comportamento de oviposicdo dos acantocotilideos aumenta um pouco 0 espectro de peixes
demersais que servem como hospedeiros para o grupo (Myxinidae, Agnatha, Teleostei). Assim,
caracteristicas simplesiomérficas de Gyrodactylidae que poderiam representar inovacGes chave,
aparentemente ndo promovem uma diversificacdo adaptativa devido a forte restricdo para troca de
hospedeiros conferidos pela aderéncia do ovo (Boeger et al., 2003).

Além disso, segundo Bueno-Silva et al. (2011), a capacidade de realizar transmissfes
multiplas como adultos associada a viviparidade aumenta a probabilidade de ocorrer especiacédo
simpatrica e especiacdo por isolamento periférico seguida de troca de hospedeiro (Boeger et al.,
2005). Assim, os modos de especiacdo que devem ter predominado na diversificacdo historica do
clado viviparo sdo adaptativos e ndo vicariantes (Boeger et al., 2003). A hiperviviparidade é
considerada uma inovacdo-chave e exclusiva de Gyrodactylidae entre os Monogenoidea (Brooks
& McLennan, 1993). Essas hipOteses levantam importantes previsdes para a evolucdo e
biogeografia histdrica/coevolucdo do grupo (Boeger et al., 2003), as quais vém sendo
gradativamente testadas (Boeger et al., 2005; Bueno-Silva et al., 2011).

Desse modo, para melhor compreender as interacdes entre as espécies de Gyrodactylidae e
seus hospedeiros, esse estudo teve como objetivo avaliar como espécies oviparas e viviparas da

familia utilizam diferentes hospedeiros de uma mesma ictiocenose, com 0 objetivo e testar
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previsdes sobre a distribuicdo das linhagens hospedeiras. Para isso, foi adotada uma modelagem
matematica para visualizacdo em forma de redes de interagdo mutualistica. Esse tipo de
abordagem vem sendo adotada em muitos estudos de parasitismo em sistemas naturais (Poulin,
2010; Graham et al., 2009; Guimaraes et al., 2007). O método de reconstrucdo de rede tem sido
usado para explicar e prever a propagacdo de doencas parasitarias através de uma ou mais
populacbes de hospedeiros, além de identificar a importancia de uma determinada espécie em um
sistema ecoldgico e quais conexdes esta mantém com o resto do sistema observado (Poulin, 2010).
Essa analise pode informar sobre relacdes coevolutivas ou de coespeciacdo dentro de uma
comunidade (e.g., parasito-hospedeiro), bem como prever como ela podera responder a
perturbacdes, tais como a adicdo de uma espécie por migracdo ou invasdo, ou ainda, sua remogao
seguida de uma extincdo local (Graham et al., 2009). Nesse tipo de rede de interacdo, as
especializacGes ecologicas sdo definidas pelo numero de ligacbes/interacGes realizadas entre
espécies. Em redes ecoldgicas bipartidas, a frequéncia de uma interacdo é medida pelo grau de sua
forca ou, pode-se definir a interdependéncia de cada uma das interagdes no sistema parasito-
hospedeiro, além de analisar a distribuicdo das espécies e riqueza de cada espécie presente nesse
conjunto (Poulin, 2010).

As previsdes decorrentes do modelo proposto por Boeger et al. (2003, 2005) e
complementado por Bueno-Silva et al. (2011) e que ser&o avaliadas nesse estudo séo as seguintes:
1. Por apresentarem ovos com gotas de cimento, a distribuicdo das espécies oviparas de
Gyrodactylidae estara fortemente limitada a espécies de Loricariidae;

2. [Espécies de girodactilideos viviparos devem ocorrer em linhagens evolutivas distintas de
peixes;
3. Processos de especiacdo adaptativa devem ser mais comuns na linhagem de Gyrodactylidae

viviparos (i.e. coespeciacao) e codivergéncia sera mais comum na linhagem de animais oviparos.

MATERIAL E METODOS

Coleta de material biologico
Os peixes hospedeiros foram capturados em trés excursdes realizadas no rio Marumbi,

Morretes-PR, Brasil (25°30732,8”S , 48° 52’ 31,3W), em Marco e Agosto de 2010 e em Maio de
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2011, com auxilio de pesca elétrica. O local foi escolhido por ser de facil acesso e por conter uma
vasta diversidade de espécies de peixes, favorecendo uma amostragem dos principais
representantes das familias mais comuns da regido e de Loricariidae (principais hospedeiros do
grupo oviparo). Os espécimes de parasitos foram capturados da seguinte maneira: os hospedeiros
foram colocados individualmente em recipientes plésticos. Em seguida, cada espécime de
hospedeiro foi sacrificado adicionando agua aquecida a 60°C e agitados vigorosamente. A agua
aquecida é necessaria para que ocorra a morte dos parasitos sem que haja contragdo do corpo.
Logo apds esse procedimento, a amostra foi separada em dois recipientes: uma parte fixada em
etanol 95%, para ser utilizada em procedimentos moleculares, e outra parte fixada em formalina

5%, destinada para procedimentos morfoldgicos.

No laboratdrio de Ecologia Molecular e Parasitologia Evolutiva, cada peixe hospedeiro foi
identificado com uma numeracao de tombamento e, em seguida, uma amostra de tecido de cada
espécime (nadadeira ou musculo) foi conservada em tampéo hipersalino DMSO/EDTA (Seutin et
al., 1991). Apos este procedimento, os espécimes hospedeiros foram levados ao Museu do Capéo

da Imbuia em Curitiba, onde foram identificados pelo Dr. Vinicius Abilhoa.

Processamento morfolédgico dos parasitos
Os parasitos fixados em formalina 5% foram utilizados na preparacdo de laminas

permanentes, usando corante de Tricromico de Gomori e montados em laminas com balsamo do
Canada (Humason, 1979). Essa coloracdo é utilizada para observacao de estruturas moles. Outros
espécimes de parasitos foram montados em meio de Hoyer (Humason, 1979), para analise de
estruturas esclerotizadas. O estudo morfoldgico foi realizado com o auxilio de uma camera digital
(Olympus QColor 5) acoplada a um microscépio com contraste de fase e/ou de DIC (Olympus BX
51). As laminas dos hol6tipos, paratipos e espécimes testemunhos serdo depositadas no Museu
Oswaldo Cruz. Os indices de abundancia para cada espécie de Gyrodactylidae foram estabelecidos

conforme conceitos de Bush et al. (1997).

Processamento Molecular
Extracéo de DNA

Os parasitos fixados em etanol 95% foram separados para extragdo de seu DNA total,

usando kit DNeasy (Qiagen) adaptado para 0os monogendideos. Para cada parasito extraido foi
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confeccionado uma Iamina testemunho, onde o haptor (parte posterior do corpo) de cada espécime
foi separado do corpo e usado na identificacdo da espécie. Nas espécies oviparas, apenas a parte
central do tronco foi utilizada na extracdo de DNA. As estruturas haptorais e o 6rgao copulatorio
masculino (OCM), localizado na parte anterior, foram utilizados para montagem das laminas com
meio de Hoyer (Humason, 1979). As amostras de tecido dos peixes hospedeiros foram usadas
para extragcdo de DNA total, usando o kit Ez-DNA (Biosystems, Brasil).

Amplificacdo do DNA

Inicialmente, o fragmento de DNA amplificado para os peixes hospedeiros foi a regido
controladora do DNA mitocondrial (D-loop), usando os oligonucleotideos iniciadores L15774M
(5 —ACATGAATTGGAGGTATACCAGT- 3%) e H16498 (5 -
CACCTGAAGTAGGAACCAGATG- 3’) (Meyer et al., 1990). Esse fragmento foi escolhido por
ser uma regiao bastante variavel e com alta taxa de mutacdo (Brown et al., 1979). No entanto, a
reacdo em cadeira da polimerase (PCR) ndo foi positiva para a maioria das espécies hospedeiras e,
mesmo quando positiva, apresentou multiplas bandas inespecificas para cada amostra. Vérias
tentativas para padronizar a reacdo foram feitas, mas poucas amostras apresentaram resultados
satisfatorios. Posteriormente, foi testado um novo marcador molecular, o gene mitocondrial
citocromo oxidase b (cyt-b), usando 0S iniciadores Gludg.l (5¢-
TGACCTGAARAACCAYCGTTG-3%) e H16460 (5>-CGAYCTTCGGATTACAAGACCG-3)
(Palumbi, 1996). Esse marcador apresentou resultados positivos para a maioria das amostras. A
reacdao de PCR foi otimizada para: 40-50ng de extrato de DNA, 1,5ul de MgCl, (50mM), 0,4ul de
dNTP (25mM), 2,5ul de PCR-Buffer (10X), 0,5ul de BSA (3 ug/ul), 0,5ul de cada iniciador
(50pmoles/pl), 1U de Platinum Tag DNA-polimerase (Invitrogen) e dgua bidestilada até completar
volume final de 25pl. O programa da PCR foi otimizado para: desnaturagdo inicial a 95° C por
4min, seguidos de 35 ciclos de 94° C por 45s, anelamento a 55° C por 45s, extensdo a 72° C por
45s e extensdo final a 72° C por 5min.

A amplificagdo do DNA dos parasitos foi inicialmente realizada com o marcador
mitocondrial citocromo oxidase subunidade IlI (COIl), usando dois pares de iniciadores
degenerados COX2F2 (5’-TTTCACTGAGATAAGTCGTAAC-3’), combinado com COX2R (5’-
AATAMWKATWGGCATRWAAGARTG-3") e COX2R2 (5’-TTACCGCTTCCYTGAACACG-

3’) (Bueno-Silva et al., 2011). Entretanto, ap0s varias tentativas para padronizar as reacdes poucas
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espécies apresentaram amplificacdo positiva, algumas espécies apresentaram bandas nao
especificas na regido desejada e outras ndo amplificaram apesar das inimeras tentativas. Sendo
assim, foi testado um novo conjunto de oligonucleotideos localizados na regido do espacador
transcrito interno 1 (ITS1) — (ITS2), os iniciadores ITS1 (5’-TTTCCGTAGGTGAACCT-3’) e
ITS2 (5-GGTAATCACGCTTGAATC-3") (Ziétara et al., 2000). Mais uma vez, ndo foi possivel
amplificar todas as espécies de Gyrodactylidae. Porém, com esse marcador foi observado que
grande parte das especies que nao apresentaram amplificagdo positiva pertenciam ao clado
viviparo. Como o objetivo do estudo é ter espécies dos dois grupos de Gyrodactylidae para
compreender os mecanismos de coevolucdo, houve a necessidade de encontrar um marcador mais
eficiente para amplificar espécies dos dois agrupamentos. Sendo assim, foi testado um novo
conjunto de iniciadores localizados na regido do 18S do DNA ribosomal, com os iniciadores
18S7f  (5’-GCCCTATCAACTTACGATGGTA-3’) e  18SF  (5’-CCAGCTTGATCC
TTCTGCAGGTTCACCTAC-3’) (Littlewood e Bray, 2001). Esse marcador apresentou resultados
satisfatorios para a maioria das espécies dos dois agrupamentos. A reacdo de PCR foi otimizada
para: 10-30ng de extrato de DNA, 1,5ul de MgCl, (50mM), 0,4ul de dNTP(25mM), 2,5ul de
PCR-Buffer (10x), 0,3ul de cada iniciador (50pmoles/ul), 1U de Platinum Tag DNA-polimerase
(Invitrogen) e agua bidestilada até completar volume final de 25ul. O programa da PCR foi
otimizado para: desnaturacgdo inicial a 95° C por 5min, seguidos de 40 ciclos de 95° C por 45s,
anelamento a 55° C por 1min, extensdo a 72° C por 1min e extenséo final a 72° C por 5min.

A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e revelado em luz ultra-violeta. Os produtos
amplificados dos peixes hospedeiros foram purificados com kit Amicon Ultra-0,5, Ultracel-30
(Millipore) e os dos parasitos com kit MinElute (Qiagen).

Os produtos purificados da PCR foram submetidos a reacdo de sequenciamento, que foi
realizada sob as seguintes condicdes: desnaturacao inicial a 95° C por 5min, seguidos de 30 ciclos
de 94° C por 45s, anelamento de 55°C (parasitos e hospedeiros) por 45s, extensdo a 72° C por
1min. A reacdo foi otimizada para: 10-20ng de purificado de DNA para os parasitos e 20-40ng
para os hospedeiros, 1ul de Buffer (5x) (Applied Biosystems), 1ul de cada iniciador (1,6
pmoles/ul), 1ul de BigDye v3.1 (Applied Biosystems) e agua bidestilada até completar volume
final de 10pl.



As reagdes de sequenciamento foram analisadas em um sequenciador automatico ABI 3130
(Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas com o programa
Geneious 4.5 (http://www.geneious.com/) e comparadas com outras sequéncias de Gyrodactylidae

contidas no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Interacdes ecologicas
Redes de interacGes bipartidas foram construidas a partir de uma matriz contendo as

espécies de nivel tréfico inferior (hospedeiros), em linhas, e as espécies de nivel trofico superior
(parasitos), em colunas. A analise pode ser realizada informando a frequéncia de interacfes
observadas ou de forma binaria (presenca ou auséncia). Portanto, os dados das interagcdes entre
espécies de parasitos e hospedeiros foram inferidos com o programa “R” (R Development Core
Team, 2011), usando o pacote “Bipartite” (Dormann et al., 2008). Para medir o grau de interagéo
entre as espécies de Gyrodactylidae do grupo oviparo e viviparo e seus hospedeiros foi baseada
em uma matriz com os valores de abundanciade cada parasito em seu hospedeiro.

Para medir o grau de simetria da distribuicdo de presenca e auséncia das espécies de
parasitos do grupo oviparo e viviparo em seus hospedeiros, foram criadas duas matrizes separando
cada grupo. Ou seja, na primeira matriz foi amostrada as espécies oviparas e seus hospedeiros,
enguanto na segunda matriz as espécies viviparas de Gyrodactylidae e seus hospedeiros. Esses
dados foram separados para otimizar a analise dos resultados subseguintes. Para isso, as matrizes
foram submetidas ao programa “Aninhado” (Guimarées e Guimarées, 2006). O programa consiste
em amostrar 0 aninhamento geral da rede, representando o quanto as espécies especialistas
interagem com um subconjunto de espécies que, por sua, vez interagem com outras generalistas;
esse padréo resulta em um aninhamento de interacfes da rede. O valor de “p” utilizado como
padrdo foi de “p<0,05”. Esse programa testou os modelos nulos ER e CE descritos a seguir. Em
estudos com redes ecoldgicas, um recurso muito utilizado é a construcdo de modelos nulos. No
modelo aleatério (ER), a matriz é construida baseada na probabilidade de ocorrer interacbes de
forma aleatéria. Ja para 0 modelo CE, a construcdo da matriz é baseada no nimero de 0 e 1
(auséncia e presenca) que, em média, € mantido em relacéo a linhas e colunas da matriz. A analise
de modularidade consiste em uma métrica que agrupa espécies em relagédo as interagdes que elas
realizam. Os modulos gerados pela andlise sdo organizados de forma a agrupar espécies dos dois

niveis tréficos que realizam interacGes entre si. Cada modulo pode ou ndo realizar interacdes entre
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eles. Para chegar ao numero de modulos é necessério calcular o nimero do grau das espécies. O
grau mostra o nimero de ligagdes com outros nés da rede (espécies), ou seja, 0 numero de
espécies com as quais uma dada espécie interage, pode ser entendido como uma medida de
especificidade da espécie. O valor de modularidade varia de 0 a 0,9, sendo que em redes que
apresentem valores mais proximos de 0 sdo totalmente conectadas (ou seja, quanto mais proximo
de zero, menor ¢ o numero de modulos, uma rede com valor de modularidade zero sera
representada por um unico modulo, onde todas as espécies da rede fazem interacdes entre si), € as
com valores mais proximos de 0,9 representam redes com maior nimero de modulos. Para
calcular o valor de modularidade das redes foi utilizado 0 programa “Netcarto” (Guimera, 2005
a,b). O indice de especializacéo da rede (H?) é uma medida bidimensional derivada do indice de
Shannon, a qual descreve o nivel de especializacdo ou de seletividade de toda uma rede bipartida.
Esse indice revela em que medida as interacfes observadas desviam-se do esperado, dada a soma
marginal das espécies. Quanto mais seletiva uma espécie, maior é o valor de H? para a rede.
Quando o indice de proporcdo das frequéncias de interacdo sdo normalizados, os valores de H*
(indice de especializacdo normalizado) podem variar entre 0 (que indica uma rede sem
especializacdo) e 1 (indicando uma rede com especializacdo completa) (Bluthgen et al., 2006 e
2008). Os valores de abundancia das espécies foram inferidos com o programa “R” (R
Development Core Team, 2011), usando o pacote “Ecolnet” (Vazquez, 2010).

Meétricas ao nivel de espécies da rede
A distribuicdo do grau consiste em um indice que quantifica a frequéncia de distribuicdo do

numero de interagdes por espécie, ou ainda, a probabilidade de uma espécie interagir com “k”
espécies. Essa probabilidade é calculada pela distribuicdo cumulativa do grau, porque a
probabilidade de uma espécie interagir com duas espécies esta contida na probabilidade de
interagir com trés, sendo assim, é possivel definir a probabilidade de achar um n6 (espécie) com
um dado numero de interacdes (Jordano et al., 2003). Segundo Barabasi e Albert (1999), cada vez
que uma espécie é introduzida na rede, ela tende a interagir com espécies com mais conexoes.
Para analisar o indice de especializacdo das espécies (d”) foi utilizado o programa “R” (R
Development Core Team, 2011) com os pacotes “Bipartite” (Dormann et al., 2008) e “Ecolnet”

(Vazquez, 2010). Esse indice compara a distribuicdo das interagcbes de uma espécie em relacdo a
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disponibilidade de parceiros. Os valores de “d” equivalem ao valor real e os valores de d’ sdo os
resultados normalizados de “d”. O indice é derivado da distancia Kulback-Leiber, e calcula quéao
fortemente uma espécie desvia de uma amostragem aleatdria de interacdo com parceiros
disponiveis. Esse indice varia de 0 (sem especializacdo) até 1 (especializacdo perfeita). O
programa informa ainda: a dependéncia de cada espécie na rede, que calcula a frequéncia relativa
de cada interagdo da rede. Ou seja, o indice é estimado pela frequéncia relativa em que uma
especie de um nivel tréfico (inferior ou superior) usa a especie do outro nivel trofico (superior ou
inferior), ou ainda, a porcentagem de interacdes entre as espécies da rede (Bascompte e Jordano,
2007). Além de informar, a forca de cada espécie na rede que é equivalente a soma das
dependéncias da mesma na rede (Bascompte et al., 2006).

As anélises de aninhamento, modularidade e de especializacdo da rede (H?), foram
utilizadas para testar a hipotese de diversificacdo das espécies de Gyrodactylidae. Se o padrédo
observado para cada analise indicar a restricdo das espécies oviparas em Loricariidae e ampla
dispersdo das espécies viviparas nas diferentes familias amostradas, a hip6tese de diversificacdo
de Boeger et al. 2003 sera aceita. Se 0 padrdo encontrado for de ndo restricdo das espécies
oviparas ao um grupo hospedeiro, ou pequena dispersdo das espécies viviparas em outras familias,
a hipotese seré rejeitada. As analises de especializacdo da espécie, dependéncia e forga, foram
utilizadas para visualizar o papel de cada espécie, tanto de hospedeiro quanto parasito na rede.

Andlise filogenética
A andlise filogenética dos parasitos baseada na regido do 18S DNA ribosomal foi

realizada com 14 espécies de Gyrodactylidae oviparos e 4 espécies de Gyrodactylidae viviparos.
Duas sequéncias de 18S rDNA de Monogenoidea disponiveis no GenBank foram usadas nessa
analise: Benedenia sp. (AJ228774) e Encotyllabe chironemi Robinson 1961 (AJ228780). Essas
sequéncias foram utilizadas como grupo externo na analise filogenética. A escolha de Benedenia e
Encotyllabe chironemi como grupo externo foi baseada no relacionamento filogenético das
espécies com Gyrodactylidae (Olson e Littlewood, 2002). Também foram incluidas na analise
duas espécies de Phanerothecium (Phanerothecium sp.n.3 e Phanerothecium spinulatum Kritsky,
Vianna & Boeger, 2007) e duas especies de Aglaiogyrodactylus (Aglaiogyrodactylus conei
Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 e Aglaiogyrodactylus salebrosus Kritsky, Vianna & Boeger,
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2007) sequenciadas com 0 mesmo gene, porém em um outro estudo realizado no laboratorio
foram inseridas na analise filogenética dos Gyrodactylidae.

A andlise filogenética dos hospedeiros foi baseada em sequéncias obtidas do gene citocromo
oxidase b de espécies sequenciadas nesse estudo e disponiveis no GENBANK (Tabela 1). As
analises de relacionamento filogenético dos hospedeiros foram separadas para melhor
compreender o relacionamento filogenético dos dois principais taxons hospedeiros (Characiformes
e Siluriformes) compartilhados pelos Gyrodactylidae. A andlise das espécies de Characiformes
foi inferida com 8 espécies de 2 familias (Tabela 2). A analise de Siluriformes foi inferida com 10
espécies sequenciadas no presente estudo das quais duas estdo disponiveis no GenBank (Tabela
1), representando 4 familias (Tabela 2).

Nem todas as espécies de hospedeiros e parasitos coletadas (e que constam nas analises de
redes ecoldgicas) foram utilizadas nas reconstrucdes filogenéticas por ndo terem sido produzidas
sequéncias da qualidade necessaria para o estudo. Entretanto, com o objetivo de maximizar as
unidades parasito-hospedeiros, algumas espécies foram incluidas na andlise com base em
propostas pré-existentes de seu relacionamento filogenético ou de seu tadxon supra-especifico
(Calcagnotto et al., 2005; Orti e Meyer, 1997; Alvez-Gomes, 2001; Cramer et al., 2011; Peng et
al., 2006). Synbranchus marmoratus Bloch, 1795 (Synbranchiformes) foi usada como grupo
externo nas duas andlises filogenéticas dos hospedeiros.

Tabela 1. Identificagdo dos hospedeiros utilizados nas andlises filogenéticas disponiveis no
GenBank sequenciados com cyt-b.

Hospedeiro GenBank Ordem
Synbranchus marmoratus Bloch, 1795 AY355092  Synbranchiformes
Pimelodella chagresi (Steindachner, 1877) DQ119466 Siluriformes
Scleromystax barbatus (Quoy & Gaimard, 1824) GU209687 Siluriformes
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Tabela 2. Identificagdo dos hospedeiros utilizados nas analises filogenéticas sequenciados
com cyt-b no presente estudo.

Hospedeiros Characiformes Familia

Astyanax janeiroensis Eigenmann, 1908 Characidae
Astyanax ribeirae Eigenmann, 1911 Characidae
Bryconamericus microcephalus (Miranda Ribeiro, 1908) Characidae
Characidium lanei Travassos, 1967 Crenuchidae
Characidium pterostictum Gomes, 1948 Crenuchidae
Deuterodon langei Travassos, 1957 Characidae
Mimagoniates microlepis (Steindachner, 1877) Characidae
Oligosarcus hepsetus (cuvier, 1829) Characidae
Hospedeiros Siluriformes

Acentronichthys leptos Eigenmann & Eigenmann, 1889 Heptapteridae
Ancistrus multispinnis (Regan, 1912) Loricariidae
Hisonotus leucofrenatus (Miranda Ribeiro, 1908) Loricariidae
Kronichthys lacerta (Nichols, 1919) Loricariidae
Pareiorhaphis splendens (Bizerril, 1995) Loricariidae
Pimelodella pappenheimi Ahl, 1925 Pimelodidae
Rhamdioglanis frenatus ihering, 1907 Heptapteridae
Rhamdioglanis transfasciatus Miranda Ribeiro, 1908 Heptapteridae
Rineloricaria sp. Loricariidae
Schizolecis guntheri (miranda Ribeiro, 1918) Loricariidae

As sequéncias de DNA de parasitos e seus hospedeiros foram editadas com os programas
BioEdit v.7.0.9 (Hall, 1999) e Geneious v.4.5 (http://www.geneious.com/, Drummond et al.,
2011). O alinhamento final foi obtido com o programa MAFFT (Misawa e Miyata, 2002),
disponivel no servidor GUIDANCE (http://guidance.tau.ac.il/; Penn et al., 2010). O servidor foi
utilizado para orientar na remocdo de regides do alinhamento que apresentaram baixa
confiabilidade.

As andlises filogenéticas de inferéncia Bayesiana foram realizadas com o programa
MrBayes v3.1.1 (Ronquist e Hueselbeck, 2003), usando 2 corridas paralelas, 4 cadeias, 20 milhdes
de geragdes, “burnin” de 100.000 e com GTR+i+gama como modelo inicial. As filogenias dos
hospedeiros e parasitos foram montadas com base nos resultados das analises filogenéticas
combinadas (Characiformes e Siluriformes) e com base na literatura (Alvez-Gomes, 2001,
Calcagnotto et al., 2005; Cramer et al., 2011; Orti e Meyer, 1997; Peng et al., 2006). Apos analisar
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separadamente as filogenias dos hospedeiros, foi produzida manualmente uma filogenia
agrupando todas as espécies utilizando o programa Mesquite v.2.7.5 (Maddison e Maddison,
2011, disponivel em http://mesquiteproject.org). O critério para essa analise foi baseado no
conhecimento prévio da posicdo filogenética das espécies. A partir da filogenia consenso dos
hospedeiros foi possivel realizar a analise de coevolucdo das espécies de parasito e seus
hospedeiros. As filogenias foram simplificadas para incluir apenas tdxons hospedeiros e parasitos
que apresentaram interagdes.

A andlise de coevolucédo foi realizada apenas com as espécies de hospedeiros e parasitos
sequenciadas ou que foram introduzidas nas filogenias como indicado acima. A anélise de
coevolugdo foi realizada através da Anélise de Parcimonia de Brooks (BPA) (Brooks et al., 2001).
Cada parasito teve sua historia filogenética codificada através de matriz aditiva binaria (baseada
na filogenia do grupo) que foi otimizada sobre a topologia da hipdtese filogenética dos
hospedeiros conforme as associa¢cdes observadas (Brooks, 1981, 1990). Foram consideradas
associacOes primarias e utilizadas na analise de coevolucdo aquelas compostas por parasitos que
apresentaram maior valor de abundancia sobre um determinado hospedeiro. Espécies de parasitos
encontradas em hospedeiro com valores de abundancia menores foram consideradas resultado de
dispersdo ecoldgica recente. A filogenia dos parasitos foi tratada como se compreendesse uma
série de transformacdes multiestado completamente polarizada (codificacdo aditiva binaria). Dessa
forma, cada tdxon parasito passa a ter um cddigo que indica sua identidade e seus ancestrais (e.g.,
historia evolutiva). Apds obter esse codigo para cada taxon parasito, foi montada uma nova matriz
com os grupos hospedeiros com base na codificacdo de seus respectivos parasitos (BPA primaria).
O indice de consisténcia resultante da otimizacdo dessa matriz sobre o cladograma dos
hospedeiros representa o percentual de congruéncia entre os cladogramas de parasitos e seus
hospedeiros. Hospedeiros com mais de uma espécie de parasito foram considerados espécies
independentes para permitir o reconhecimento dos mecanismos responsaveis por essas associacoes
(coespeciacéo, colonizagcdo ou duplicagdo) (BPA secundéaria) (Brooks e McLennan, 1991, 1993;
Boeger e Kritsky, 1997). A matriz do BPA secundaria foi analisada com o programa PAUP*

v.4.0 utilizando busca heuristica e 500 repeti¢cdes com sequéncia de adigdo de taxons ao acaso.
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RESULTADOS

Diversidade de Gyrodactylidae

Foram coletados 395 espécimes de peixes hospedeiros, distribuidos em onze familias.

Loricariidae teve maior representacdo em numero de espécies e individuos, seguido de

Characidae. As familias com menos representacfes de espécies e individuos foram: Cichlidae,

Gobiidae, Gymnotidae, Poeciliidae, Pimelodidae e Synbranchidae (Tabela 3). Quatro espécimes

né&o puderam ser identificados morfologicamente por estarem muito danificados (Tabela3).

Tabela 3. Lista de espécies de peixes hospedeiros capturados no Rio Marumbi-PR. Os valores de n

indicam o numero de individuos coletados.

Peixes hospedeiros n Familia Ordem

1  Acentronichthys leptos Eigenmann & Eigenmann, 1889 8 Heptapteridae Siluriformes
2 Ancistrus multispinnis (Regan, 1912) 28 Loricariidae Siluriformes
3 Astyanax janeiroensis Eigenmann, 1908 2 Characidae Characiformes
4 Astyanax ribeirae Eigenmann, 1911 4 Characidae Characiformes
5 Australoheros facetus (Jenyns, 1842) 1 Cichlidae Perciformes
6 Awaous tajasica (Lichtenstein, 1822) 1 Gobiidae Perciformes
7  Bryconamericus microcephalus (Miranda Ribeiro, 1908) 19 Characidae Characiformes
8 Characidium lanei Travassos, 1967 79 Crenuchidae Characiformes
9 Characidium pterostictum Gomes, 1948 67 Crenuchidae Characiformes
10 Cyphocharax santacatarinae (Fernandez-Yépez, 1948) 3 Curimatidae Characiformes
11 Deuterodon langei Travassos, 1957 10 Characidae Characiformes
12 Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824) Cichlidae Perciformes
13 Gymnotus pantherinus (Steindachner, 1908) Gymnotidae Gymnotiformes
14 Hisonotus leucofrenatus (Miranda Ribeiro, 1908) 15 Loricariidae Siluriformes
15 Kronichthys lacerta (Nichols, 1919) 8 Loricariidae Siluriformes
16 Mimagoniates microlepis (Steindachner, 1877) 6 Characidae Characiformes
17 Oligosarcus hepsetus (Cuvier, 1829) 1 Characidae Characiformes
18 Pareiorhaphis sp. 2 Loricariidae Siluriformes
19 Pareiorhaphis splendens (Bizerril, 1995) 14 Loricariidae Siluriformes
20 Pareiorhaphis steindachneri (Miranda Ribeiro, 1918) 1 Loricariidae Siluriformes
21 Phalloceros alessandrae Lucinda, 2008 3 Poeciliidae Cyprinodontiformes
22 Pimelodella pappenheimi Ahl, 1925 2 Pimelodidae Siluriformes
23 Rhamdioglanis frenatus Ihering, 1907 9 Heptapteridae Siluriformes
24 Rhamdioglanis transfasciatus Miranda Ribeiro, 1908 3 Heptapteridae Siluriformes
25 Rineloricaria sp. 32 Loricariidae Siluriformes
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Peixes hospedeiros n Familia Ordem
26  Schizolecis guntheri (Miranda Ribeiro, 1918) 53 Loricariidae Siluriformes
27 Scleromystax barbatus (Quoy & Gaimard, 1824) 16  Callichthyidae Siluriformes

28 Synbranchus marmoratus Bloch, 1795

29 Espécimes ndo identificaveis

1  Synbranchidae

4

Synbranchiformes

TOTAL

395

Foram recuperados 500 parasitos da superficie corporal dos hospedeiros, sendo 405

representantes do grupo oviparo e 95 representando o clado viviparo (Tabela 4). Todos o0s

parasitos listados pertencem a Gyrodactylidae, totalizando 25 espécies, das quais 0ito sdao novas

espécies propostas para Gyrodactylus, uma nova espécie para Anacanthocotyle Kritsty et Fritts,

1970 e dois novos géneros propostos para o clado viviparo. Além disso, foram identificadas 14

espécies de parasitos oviparos; dois novos géneros e trés novas espécies que serdo propostas em

trabalhos futuros (Tabela 4).

Tabela 4. Lista de espécies de parasitos coletados no Rio Marumbi-PR. Os valores indicam a
abundancia relativa de cada espécie parasita em seu respectivo hospedeiro. O valor de n indica o

nlmero de parasitos e hospedeiros coletados.

Parasitos Oviparos

Abundancia (n parasitos /

n hospedeiro)

Peixe Hospedeiro

. 0,12

1 Aglaiogyrodactylus sp. 1 0.50

Aglaiogyrodactylus calamus 0,20

Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 0,07

Aglaiogyrodactylus ctenistus 8(1)2
Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 '

1,21

Aglaiogyrodactylus forficulatus 1,25

Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 0,09

Aglaiogyrodactylus forficuloides 5,25

Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 0,05

6 Aglaiogyrodactylus guttus 0,12

Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 0,01

(1/8)
1/2)

(3/15)
(1/14)

(5128)
(1/15)
(17 / 14)

(10/8)
(5153)

4218)
(3/53)

(1/8)
(1/53)

Kronichthys lacerta
Pareiorhaphis sp.

Hisonotus leucofrenatus
Pareiorhaphis splendens

Ancistrus multispinnis
Hisonotus leucofrenatus
Pareiorhaphis splendens

Kronichthys lacerta
Schizolecis guntheri

Kronichthys lacerta
Schizolecis guntheri

Kronichthys lacerta
Schizolecis guntheri
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Parasitos Oviparos

Abundancia (n parasitos/
n hospedeiro)

Peixe Hospedeiro

0,03 (1/28) Ancistrus multispinnis
Aglaiogyrodactylus pedunculatus 1,17 (26 /15) Hisonotus leucofrenatus
Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 0,03 (1732 Rineloricaria sp.
0,11 (6 /53) Schizolecis guntheri
8 Oviparo Gen.n.1.sp. 1 0,28 (81728) Ancistrus multispinnis
9 Oviparo Gen.n.5.sp. 1 1 1/1) Pareiorhaphis steindachneri
. 0,57 (16 /28) Ancistrus multispinnis
10 g??;gﬂ?g\xir;?r?;glgzgﬁa%gf 0,06 (1/15) Hisonotus leucofrenatus
' ger. 0,07 1/14) Pareiorhaphis splendens
11 Onychogyrodactylus sudis 4,82 (135/28) Ancistrus multispinnis
Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 0,06 (2132) Rineloricaria sp.
. 2,00 (64/32) Rineloricaria sp.
12 Phanerothecium sp.n. 1 0,12 (1/8) Kronichthys lacerta
13 Phanerothecium sp.n. 2 1,43 (46/32) Rineloricaria sp.
Phanerothecium spinatus
14 Boeger, Kritsky e Belmont-Jégu 0,15 (5/32) Rineloricaria sp.
1994
. L Abundancia  (n parasitos / . .
Parasitos Viviparos n hospedeiro) Peixe Hospedeiro
o @y g
15 Anacanthocotyle sp.n.1 0,31 (6/19) Y
microcephalus
0,40 (4/10) .
Deuterodon langei
0,22 (18/79) Characidium lanei
16 Gyrodactylus sp.n. 1 0,28 (19/67) Characidium pterostictum
17 Gyrodactylus sp.n. 2 2,66 (8/3) Cyphocharax santacatarinae
18 Gyrodactylus sp.n. 3 0,62 (10/16) Scleromystax barbatus
19 Gyrodactylus sp.n. 4 0,12 (2116) Scleromystax barbatus
20 Gyrodactylus sp.n. 5 0,03 (1/28) Ancistrus multispinnis
21 Gyrodactylus sp.n. 6 2,00 (6/3) Cyphocharax santacatarinae
22 Gyrodactylus sp.n. 7 1,00 (3/3) Cyphocharax santacatarinae
23 Gyrodactylus sp.n. 8 1,07 (15/14) Pareiorhaphis splendens
24 Viviparo Gen.n.3 sp. 1 0,33 17/3) Cyphocharax santacatarinae
25 Viviparo Gen.n.4 sp. 1 0,03 (1/28) Ancistrus multispinnis
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, a espécie ovipara
Aglaiogyrodactylus forficuloides Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 apresentou maior abundancia
entre as espécies oviparas. A espécie ocorreu com 5,25 de abundancia em Kronichthys lacerta
(Nichols, 1919). Esse parasito também ocorre em Schizolecis guntheri (Miranda Ribeiro, 1918),
porém em uma abundancia de 0,05. A espécie hospedeira Ancistrus multispinnis (Regan, 1912)
apresentou a maior riqueza de parasitos dentre os hospedeiros analisados. Nesse hospedeiro, foram
encontrados 135 espécimes de Onychogyrodactylus sudis Kritsky, Vianna & Boeger, 2007, cuja
abundancia foi igual a 4,82 em A. multispinnis. Essa especie parasita também ocorreu em
Rineloricaria sp., porém com menor abundéancia (0,06). Esse resultado revelou a alta
especificidade de O. sudis ao hospedeiro A. multispinnis, embora essa espécie de parasito utilize
outra espécie simpatrica (Rineloricaria sp.) como um recurso alternativo (Tabela 4). Ao contrario
de A. forficuloides, que apresentou a maior abundéncia dentre os parasitos coletados, a espécie
Aglaiogyrodactylus guttus Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 apresentou a menor abundancia
(0,01), sendo representado por apenas um espécime coletado em S. guntheri.

A espécie vivipara com maior abundéancia foi Gyrodactylus sp.n. 2. A espécie ocorreu com
uma abundancia de 2,66 em Cyphocharax santacatarinae (Fernandez-Yépez, 1948). Nesse
mesmo hospedeiro, foi detectada a ocorréncia de mais trés espécies viviparas, Gyrodactylus sp.n.
6, com abundancia de 2,00, Gyrodactylus sp.n. 7, com abundéncia de 1,00 e viviparo Gen.n.4 sp1,
com abundancia de 0,03. As espécies viviparo Gen.n.4 sp.1 e Gyrodactylus sp.n. 5 (ambas com
0,03 de abundancia em A. multispinnis) foram as menos abundantes dentre as espécies viviparas.

Durante o processamento morfolégico foi detectada a ocorréncia da espécie ovipara
Aglaiogyrodactylus pedunculatus Kritsky, Vianna & Boeger, 2007 em C. santacatarinae. Esse
hospedeiro € um representante de Curimatidae, uma familia de Characiformes. Segundo a
literatura ndo existe ocorréncia de espécies oviparas de Gyrodactylidae em hospedeiros nao
Loricariidae. A deteccdo de uma espécie ovipara fora de Loricariidae poderia ser explicada por
duas hipdteses: 1) ocorreu troca de hospedeiros durante o0 processamento em campo; 2) A.
pedunculatus poderia estar realizando uma eventual troca de hospedeiro acidental durante o

momento da coleta, ndo significando necessariamente uma associagdo parasito-hospedeiro.

18



Extracdo de DNA e Amplificacdo do DNA
Foi realizada a extracdo do DNA total de todos os 395 peixes hospedeiros amostrados,

obtendo um total de 194 sequéncias do gene cyt-b entre 450 a 1235pb, representando as 27
espéecies de hospedeiros (Tabela 5). Australoheros facetus (Jenyns, 1842) foi a Unica espécie
hospedeira ndo sequenciada. Apesar do fragmento do cyt-b ter sido amplificado, a producéo de
sua sequéncia foi problematica.

Dos parasitos amostrados foram obtidas 28 sequéncias do gene 18S rDNA para espécies
oviparas, representando 8 espécies validas, 2 novas espécies de Phanerothecium (Tabela 6)
totalizando 3 géneros conhecidos; e 9 sequéncias para as espécies do grupo Viviparo,
representando 2 géneros conhecidos e 1 novo género. Todos os fragmentos de 18S rDNA de
espécimes de Gyrodactylidae sequenciados apresentaram sequéncias entre 680 a 1540pb. Né&o
foram obtidas sequéncias para as espécies oviparas A. guttus e Oviparo Gen.n.5.sp. 1. As espécies
viviparas que nao tiveram sucesso no sequenciamento foram: Gyrodactylus sp.n.3, Gyrodactylus
sp.n.4, Gyrodactylus sp.n.6. Nenhum espécime de Aglaiogyrodactylus sp.n. 1, Oviparo
Gen.n.l.sp. 1 e Viviparo Gen.n.4 sp.l1 foram fixados em etanol 95% para permitir

sequenciamento.

Tabela 5. Lista dos hospedeiros sequenciados com cyt-b, fragmento do mtDNA, indicando o
namero de sequéncias obtidas e tamanho (pb) para cada espécie. O valor de n representa o
numero total de hospedeiros coletados em campo.

Seg&?g;'a ~pb Peixe Hospedeiro N
4 1120pb Acentronichthys leptos
12 1170pb Ancistrus multispinnis 28
1 1115pb Astyanax janeiroensis 2
1115pb Astyanax ribeirae
- Australohero facetus
1090pb Awaous tajasica 1
15 1100pb Bryconamericus microcephalus 19
20 1125pb Characidium lanei 79
25 1120pb Characidium pterostictum 67
1 450pb Cyphocharax santacatarinae 3
11 1220pb Deuterodon langei 10
1 1150pb Geophagus brasiliensis 2
1 640pb Gymnotus pantherinus 1
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Sequéncia

obtida ~pb Peixe Hospedeiro N
1 1050pb Hisonotus leucofrenatus 15
6 1230pb Kronichthys lacerta 8
7 1190pb Mimagoniates microlepis 6
1 1100pb Oligosarcus hepsetus 1
1 890ph Pareiorhaphis sp. 2
9 1165pb Pareiorhaphis splendens 14
1 1030pb Pareiorhaphis steindachneri 1
1 830pb Phalloceros alessandrae 3
1 1110pb Pimelodella pappenheimi 2
9 1112pb Rhamdioglanis frenatus 9
2 820pb Rhamdioglanis transfasciatus 3
18 1235pb Rineloricaria sp. 32
35 1230pb Schizolecis guntheri 53
5 1040pb Scleromystax barbatus 16
1 820pb Synbranchus marmoratus 1

Tabela 6. Lista das espécies de Gyrodactylidae sequenciados com o 18S rDNA, indicando o
nimero de sequéncias obtidas e tamanho (pb) para cada espécie. O valor de n representa o
namero total de parasitos coletados das amostras fixadas em etanol 95%.

Se(;qgjt(iaggla ~pb Parasitos Oviparos N
2 1465pb Aglaiogyrodactylus calamus
5 1500pb Aglaiogyrodactylus ctenistus 14
1 750pb Aglaiogyrodactylus forficulatus 2
3 700pb Aglaiogyrodactylus forficuloides 28
2 740pb Aglaiogyrodactylus pedunculatus 15
1 1520pb Onychogyrodactylus hydaticus 8
1 1490pb Onychogyrodactylus sudis 95
4 1510pb Phanerothecium sp.n. 1 12
7 1440pb Phanerothecium sp.n. 2 24
2 1445pb Phanerothecium spinatus 5




Sequéncia

obtida ~pb Parasitos Viviparos N
2 680pb Anacanthocotyle sp.n.1
3 1030pb Gyrodactylus sp.n.1 34
1 1540pb Gyrodactylus sp.n 2 2
1 870pb Gyrodactylus sp.n.5 1
1 925pb Gyrodactylus sp.n.7 3
1 930pb Viviparo Gen.n. 3 sp.1 1

Interacéo ecoldgica

A rede de interacdo obtida para as espécies de Gyrodactylidae e seus hospedeiros foi
construida através de matriz com valores de abundéncia de parasito (Tabela 4). A anélise indica
que existe uma forte interacdo entre as espécies do grupo oviparo de Gyrodactylidae com espécies
de Loricariidae, e que as espécies parasitas do clado viviparo fazem interagdes com quase todos 0s
representantes das familias de hospedeiros amostradas (Figura 1). Duas espécies de parasitos
mostraram maior abundancia e uma forte interacdo com outras duas espécies hospedeiras.
Aglaiogyrodactylus forficuloides foi a espécie com maior abundancia e apresentou forte interacéo
com K. lacerta, e O. sudis foi a segunda em abundancia, apresentando uma forte interagdo com a
espécie hospedeira A. multispinnis, indicando um alto grau de especificidade para esses dois
girodactilideos. Espécies de Phanerothecium (Phanerothecium sp.n. 1, Phanerothecium sp.n. 2 e
Phanerothecium spinatus Boeger, Kritsky e Belmont-Jégu 1994) também apresentaram uma forte
interacdo com Rineloricaria sp. A espécie ovipara A. pedunculatus, por outro lado, foi a espécie
qgue mais utilizou recursos diferentes. A espécie interage com os loricarideos Hisonotus
leucofrenatus (Miranda Ribeiro, 1908), A. multispinnis, Rineloricaria sp. e S. guntheri. A
espécie hospedeira mais compartilnada pelas espécies parasitas foi A. multispinnis. Esse
loricarideo foi compartilhado pelas espécies oviparas Onychogyrodactylus hydaticus Kritsky,
Vianna & Boeger, 2007, O. sudis, Aglaiogyrodactylus ctenistus Kritsky, Vianna & Boeger, 2007,
A. pedunculatus, Oviparo Gen.n.1 sp.1, e pelas espécies viviparas Gyrodactylus sp.n.5 e viviparo
Gen.n.4 spl.

Anacanthocotyle sp.n. 1 foi a espécie vivipara que mais utilizou hospedeiros diferentes.
Essa espécie interagiu com trés espécies de Characidae (Astyanax ribeirae Eigenmann, 1911,

Bryconamericus microcephalus (Miranda Ribeiro, 1908) e Deuterodon langei Travassos, 1957). A
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espécie hospedeira C. santacatarinae foi a mais compartilhada pelas espécies do claro viviparo.
Esse hospedeiro interagiu com quatro espécies desse clado (Gyrodactylus sp.n.2, Gyrodactylus
sp.n.6, Gyrodactylus sp.n.7 e viviparo Gen.n.3 sp.1). Gyrodactylus sp.n.2 e Gyrodactylus sp.n.6
foram as mais abundantes dentre os girodactilideos viviparos, ambos compartilhando C.

santacatarinae.
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Ancistrus multispinnis

Hieonotus leucofrenatus

Kronichthys lacerta

Fareiorthaphis sp.

Fareiothaphi splendens

Fareiorhaphis staindachneri

Rineloricaria sp.

Schizolecs guntheri
Sclaromystax barbatus

Gymnotus pantharinus
Acentronichthys leptos
Rhamdioglani frenatus
Rhamdioglanis transfasciatus
Fimalodella pappenhaimi
Agtyanax janeimensis
Astyanax ribaira

Eryconamericus microcephalus

Deuterodon langei
Mimagoniates microlepis
Oligosarcus hepsetus

Characidium lanei

Characidium pterostictum

Cyphocharax sanctacatarinas

Fhalloceros alessandrae
Australoheros facetus
Geophagus brasiliensis
Awaous tajasica

Synbranchus marmoratus

Aglaiogyrodactydus.sp.n.i

Aglaiogyrodactydus.calamus

Aglaiogyrodactylus. ctenistus

Aglaiogyrodactyus forficulatus

Aglaiogyrodachdus forficuloides

Aglaiogyrodactyus. guttus
Aglaiogyrodactylus. pedunculatus
Oviparo.Gen.n.1sp.1

Oviparo.Gen.nSsp.1

Onychogyrodactylus. hydaticus

Onychogyrodactylus sudis

Phanerotheciumsp.n.1

Phanerotheciumsp.n.2

Phanerothecium.spinatus
Anacanthocotyle.spd

Gyrodactylus.sp.n.1

Gyrodactylus.sp.n.2 Loricariidag

Callichthydae
Gyrodactylus.sp.n.3 Gymnotidae

Heptapteridae

Gyradactyl . Poeciliidae
yrodactylus.sp.n.

Cichlidae
Gobiidae
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Gyrodactylidas Oviparos
Gyrodactylidae Viviparos

Figura 1. Representacdo grafica da rede de interagdo ecoldgica das espécies de Gyrodactylidae e seus hospedeiros, mostrando a
abundancia de cada espécie. Os peixes hospedeiros estdo amostrados a esquerda e os parasitos a direita. A largura dos retangulos é
proporcional a abundancia da interagdo entre a espécie do parasito e seu hospedeiro. As linhas centrais representam as interagdes
entre parasitos e hospedeiros, a largura da linha é proporcional a abundéncia do parasito em seu hospedeiro especifico. As cores de
cada retangulo representam as familias de cada espécie de hospedeiro e a diferenciagdo dos grupos de parasitos.
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A matriz original do agrupamento de espécies oviparas e seus hospedeiros mostrou um valor
de aninhamento igual a 12,11, enquanto que o valor de aninhamento das espécies do clado
viviparo e seus hospedeiros foi igual 0,00. O valor do agrupamento oviparo apresentou um valor
mais proximo ao modelo nulo “ER” e o valor do clado viviparo mais proximo do valor do modelo
nulo “CE”. Foram realizadas 100 aleatorizagdes para dois modelos nulos. A matriz do grupo
oviparo foi submetida a dois modelos nulos. O primeiro modelo NODF (ER), apresentou um
aninhamento médio para as espécies igual a 13,63, no qual o valor de “p” das matrizes aleatorias
foi igual a 0,59. O teste para o segundo modelo nulo NODF (CE) revelou um aninhamento de
14,79, sendo o valor de “p” igual a 0,67. Foram também construidos os modelos nulos para a
matriz do clado viviparo, no qual o valor de aninhamento médio obtido para 0 modelo NODF
(ER) foi de 7,66, sendo o valor de “p” igual a 1,00. Para 0 modelo NODF (CE), foi encontrado
um aninhamento medio de 7,73, sendo o valor de “p” igual a 0,98. A figura 2 mostra como seria a
representacdo grafica de uma rede com aninhamento perfeito. A representacdo grafica dos

aninhamentos foi obtida com auxilio do programa “R”, Figura 3 ¢ 4.

P6
P7
P8
P9
P10
P11

Figura 2. Representacdo grafica de uma rede 100% aninhada, para possivel comparacdo das redes obtidas pelos
agrupamentos oviparo e viviparo.
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Kronichthys lacerta

Ancistrus multispinnis

Rineloricaria sp.

Pareiorhaphis sp.

Schizolecis guntheri

Hisonotus leucofrenatus

Pareiorhaphis splendens

Pareiorhaphis steindachneri

Oviparo Gen.n.5.sp.1
Aglaiogyrodactylus sp.n.1
Aglaiogyrodactylus forficulatus
Aglaiogyrodactylus forficuloides
Aglaiogyrodactylus guttus
Aglaiogyrodactylus catamus
Aglaiogyrodactylus ctenistus
Aglaiogyrodactylus pedunculatus
Onychogyrodactylus hydaticus
Oviparo Gen.n.1.sp.1
Onychogyrodactylus sudis
Phanerothecium spinatus
Phanerothecium sp.n.2
Phanerothecium sp.n.1 .

Figura 3. Representacéo grafica do melhor aninhamento das espécies oviparas obtido pelo programa “R” (R Development Core
Team, 2011) utilizando o pacote “Bipartite” (Dormann, et al., 2008).

Pareiorhaphis splendens

Astyanax ribeira

Bryconamericus microcephalus

Deuterodon langei

Characidium lanei

Characidium pterostictum

Cyphocharax sanctacatarinae

Scleromystax barbatus

Ancistrus multispinnis

Gyrodactylus sp.n.8
Anacanthocotyle sp.
Gyrodactylus sp.n.1
Gyrodactylus sp.n.2
Gyrodactylus sp.n.6
Gyrodactylus sp.n.7
Viviparo Gen.3 sp.1
Gyrodactylus sp.n.3
Gyrodactylus sp.n.4
Viviparo Gen.4 sp.1
Gyrodactylus sp.n.5

Figura 4. Representacdo grafica do melhor aninhamento das espécies viviparas obtido pelo programa “R” (R Development Core
Team, 2011) utilizando o pacote “Bipartite” (Dormann, et al., 2008).
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O célculo de modularidade para o grupo oviparo apresentou um valor de 0,4821. Esse valor
é préximo do esperado para a média de 100 aleatorizagdes (0,4487 +/- 0,0229). Nessa rede, foram
encontrados 4 modulos, cada um com muitas conexdes/interacdes dentro deles e quase todos 0s
modulos apresentaram conexdes externas (Figura 5) e (Tabela 7). Apenas o0 mddulo formado pelo
loricarideo Pareiorhaphis steindachneri (Miranda Ribeiro, 1918) e Oviparo Gen.n.5 sp.1
apresentou interacdo exclusiva. A matriz do clado viviparo apresentou uma modularidade superior
em relacdo a do grupo oviparo (0,8061), valor proximo do encontrado para a média de 100
aleatorizacgdes (0,7377 +/- 0,0259). Nessa rede, foram encontrados 6 modulos, entretanto, nenhum

apresentou interagdes com maédulos externos (Figura 6) e (Tabela 8).
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Fareiorhaphis steindachneri | | Owviparo.Gen.nSsp.1

Aglaiogyrodactylus.sp.n.i
Kronichthys lacerta

Aglaiogyrodactylus forficulatus
Fareiorthaphi sp.

Aglaiogyrodactylus forficuloides
Schizolacie guntheri

Aglaiogyrodactylus. guttus

Ancitrus multiepinnis

Aglaiogyrodactylus. calamus

Hieonotus leucofrenatus
Aglaiogyrodactylus. ctenistus

Fareiorhaphis splendens

Aglaiogyrodactylus. pedunculatus

Rinelaricaria sp.
Onychogyrodactylus. hydaticus

Sclerormystax barbatus
Gymnotus pantherinus
Acentronichthys leptos
Rhamdioglani frenatus
Rhamdioglani transfasciatus
Fimelodella pappenheaimi
Agtyanax janeiroensis
Agtyanax ribeira
Bryconamericus microcephalus
Deuteradan langai
Mimagoniates microlepis
Oligosarcus hepsetus
Characidium lanei
Characidium ptarostictum
Cyphocharax sanctacatarinas
Phalloceros alessandrae
Australoheros facetus
Geophagus brasiliensi
Awaous tajasica
Synbranchus marmoratus

Owiparo.Gen.n.1.sp.1

Onychogyrodactylus sudis

Fhanerothecium.spinatus

Fhanerathecium.ap.n.2

Fhanerothecium.sp.n.1

Figura 5. Representacdo grafica da rede de interacdo ecolégica dos parasitos oviparos, com informagdes de auséncia e presenca de
interagdes. Os peixes hospedeiros (nivel tréfico inferior) estdo amostrados a esquerda e os parasitos (nivel tréfico superior) a
direita. Todas as espécies hospedeiras que realizam interagdo com as espécies oviparas sdo Loricariidae. As demais espécies
amostradas na rede ndo apresentaram interacdo com as espécies do grupo oviparo. A largura dos retangulos é proporcional ao
ntmero de interagdes por espécie. As linhas centrais representam as interages entre parasitos e hospedeiros, a largura da linha é
proporcional as interagGes entre as espécies. As cores de cada retangulo representam os diferentes modulos.
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Tabela 7. Demonstracdo dos médulos apresentados para as espécies do grupo oviparo com seus
respectivos peixes hospedeiros. O vértice representa as espécies que fazem interacdo na rede. O
valor do grau indica o nimero de interacdo entre as espécies da rede (vértices). O coeficiente de
participacdo (“P”) indica o quanto uma espécie participa na interacdo entre mddulos (P=0, indica
gue as interagles estdo dentro do modulo e “P” tendendo a 1, indica intera¢6es fora do modulo).

Vértice Grau Participacéo da
conexdo entre modulos
(P)
Pareiorhaphis steindachneri 1 0,000
Oviparo Gen.n.5.sp.1 1 0,000
Kronichthys lacerta 5 0,320
Aglaiogyrodactylus sp.n.1 2 0,000
Pareiorhaphis sp. 1 0,000
Aglaiogyrodactylus forficulatus 2 0,000
Schizolecis guntheri 4 0,375
Aglaiogyrodactylus forficuloides 2 0,000
Aglaiogyrodactylus guttus 3 0,444
Pareiorhaphis splendens 4 0,375
Hisonotus leucofrenatus 4 0,000
Aglaiogyrodactylus calamus 2 0,000
Ancistrus multispinnis 5 0,320
Aglaiogyrodactylus ctenistus 3 0,000
Aglaiogyrodactylus pedunculatus 4 0,625
Rineloricaria sp. 5 0,320
Oviparo Gen.n.1.sp.1 3 0,000
Onychogyrodactylus hydaticus 1 0,000
Onychogyrodactylus sudis 2 0,500
Phanerothecium spinatus 1 0,000
Phanerothecium sp.n.2 1 0,000
Phanerothecium sp.n.1 2 0,500
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Characidium lanei

Gyrodactylus.sp.n.1

Characidium pterostictum

Gyrodactylus.sp.n.S
Ancietrus multiEpinnis

Wiviparo.Gendsp.1

Gyrod lus.sp.n2
Cyphocharax sanctacatarinae yredactylue.ep.n

Gyrodactylus.sp.n.G

/1

Sclerormystax barbatus Gyrodactylus sp.n?

Astyanax ribaira Wiviparo.Gen3sp.1

Eryconamearicus microcaphalus
Gyrodactylus.sp.n.3

Deuterodon langei

Gyrodactylus.sp.n.<

Fareiorhaphis splendens

Hieonotus leucofrenatus
Kronichthys lacarta
Pareiorthaphis sp.
Fareiorhaphis steindachneri
Rinelaricaria sp.

SchizoleciE guntheri
Gymnotus pantherinus
Acentronichthye leptos
Fhamdioglanis frenatus
Rhamdioglanis transfasciatus
Fimelodella pappenheimi
Astyanax janeiroensis
Mimagoniates microlepis
Oligosarcus hepsetus
Phallocaros alessandrase
Australoheros facetus
Geophagus brasiliensi
Aywaous tajasica
Synbranchus marmoratus

Anacanthocotyle sp

Gyrodactylus.sp.n.8

Figura 6. Representacgdo grafica da rede de interacdo ecoldgica dos parasitos viviparos, com informac6es de auséncia e presenca de
interagOes. Os peixes hospedeiros (nivel trofico inferior) estdo amostrados a esquerda, o primeiro modulo (azul claro) representado
por duas espécies de Crenuchidae, o segundo (laranja) por uma espécie de Loricariidae, terceiro (verde) por um Curimatidae,
quarto (violeta) por um Callichthyidae, quinto (rosa claro) por trés Characidae, e o sexto (roxo) por outra espécie de Loricariidae,
enquanto que os parasitos estdo amostrados (nivel tréfico superior) a direita. A largura dos retangulos é proporcional ao nimero de
interagdes por espécie. As linhas centrais representam as interagdes entre parasitos e hospedeiros, a largura da linha é proporcional
as interagdes entre essas espécies. As cores de cada retangulo representam os diferentes modulos.
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Tabela 8. Demonstracdo dos modulos para as espécies do grupo viviparo com seus respectivos
peixes hospedeiros. O vértice representa as espécies que fazem interacdo na rede. O valor do grau
indica o nimero de interacdo entre as espécies da rede (vértices). O coeficiente de participacdo
(“P”) indica o quanto uma espécie participa na interagdo entre modulos (P=0, indica que as
interacdes estdo dentro do mddulo e “P” tendendo a 1, indica interacdes fora do médulo).

Vértice Grau Participacéo da
conexao entre
modulos (P)
Astyanax ribeirae 1 0,000
Anacanthocotyle sp.n.1. 3 0,000
Bryconamericus microcephalus 1 0,000
Deuterodon langei 1 0,000
Characidium lanei 1 0,000
Gyrodactylus sp.n.1 2 0,000
Characidium pterostictum 1 0,000
Cyphocharax santacatarinae 4 0,000
Gyrodactylus sp.n.2 1 0,000
Scleromystax barbatus 2 0,000
Gyrodactylus sp.n.3 1 0,000
Gyrodactylus sp.n.4 1 0,000
Ancistrus multispinnis 1 0,000
Gyrodactylus sp.n.5 1 0,000
Gyrodactylus sp.n.6 1 0,000
Gyrodactylus sp.n.7 1 0,000
Pareiorhaphis splendens 1 0,000
Gyrodactylus sp.n.8 1 0,000
Viviparo Gen.n.3.sp.1 1 0,000
Viviparo Gen.n.4.sp.1 1 0,000

Os valores do indice de especializacdo normalizado (H2”) para o grupo oviparo foi igual a
0,903, enquanto, o clado viviparo apresentou um valor igual a 1,000. Esses valores indicam que
as espécies viviparas estdo mais especializadas aos seus hospedeiros do que as espécies oviparas.
O padrédo de especializacdo dos dois agrupamentos foi observado nas representacdes graficas de
modularidade (Figura 5 e 6), no qual pode-se visualizar uma maior especificidade entre as
espécies viviparas e seus hospedeiros. O mesmo padrdo foi visualizado para as espécies oviparas,
mas estas demonstram algumas interagcdes ndo especializadas, o que poderia explicar o valor de

H2’ um pouco mais baixo para esse grupo.
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Meétricas para espécies da rede

O indice de especializagdo da espécie (d’) foi calculado para o agrupamento oviparo e
viviparo. As espécies oviparas que apresentaram maior indice de especializagdo com seus
hospedeiros (valor 1 ou proximo) foi Oviparo Gen.n5 sp.1 (1,0) e O. sudis (0,831) (Tabela 9). A
espécie que apresentou indice de especializacdo mais proximo de zero (sem especializagédo) foi A.
guttus (0,208) e O. hydaticus (0,273) (Tabela 9). As espécies do clado viviparo que apresentaram
maior valor de especializacdo, foram Gyrodactylus sp.n.1 (1,0), Gyrodactylus sp.n.8 (1,0) e
Anacanthocotyle sp.n.1 (1,0); as espécies com menor indice de especializa¢do (préximo a zero),
foram Viviparo.gen3 sp.1 (0,129) e Gyrodactylus sp.n.7 (0,197) (Tabelal0). Esse valor tdo baixo
de especializacdo da espécie Viviparo Gen.n.3 sp.1 pode estar sendo influenciado pela sua baixa
abundancia em um hospedeiro compartilnado por outras espécies como ocorre em C.

santacatarinae.

Tabela 9. indice de especializagio da espécie (d’) para a rede do grupo oviparo. Os valores de d’
proximo a 1 indicam especializacdo da espécie e valores proximos a zero indicam n&o
especializacdo. Os valores apresentados em negrito referem-se as espécies com maior valor de
especializacdo e os valores sublinhados indicam as espécies com menor valor de especializagéo.

Espécies do nivel trofico superior d’
Oviparo Gen.n.5 sp.1 1,000
Aglaiogyrodactylus sp.n.1 0,777
Aglaiogyrodactylus forficulatus 0,396
Aglaiogyrodactylus forficuloides 0,796
Aglaiogyrodactylus guttus 0,208
Aglaiogyrodactylus calamus 0,479
Aglaiogyrodactylus ctenistus 0,759
Aglaiogyrodactylus pedunculatus 0,815
Onychogyrodactylus hydaticus 0,273
Oviparo Gen.n.1sp.1 0,292
Onychogyrodactylus sudis 0,831
Phanerothecium spinatus 0,347
Phanerothecium sp. n.2 0,649
Phanerothecium sp.n.1 0,650

31



Tabela 10. indice de especializagio da espécie (d’) para a rede do clado viviparo, Os valores
de d’ proximo a 1 indicam especializagdo da espécie e valores proximos a zero indicam nao
especializacdo. Os valores apresentados em negrito referem-se as espécies com maior valor
de especializacdo e os valores sublinhados indicam as espécies com menor valor de
especializacdo.

Espécies do nivel tréfico superior a
Gyrodactylus sp.n.1 1,000
Gyrodactylus sp.n.5 0,870
Viviparo,Gen.n.4 sp.1 0,870
Gyrodactylus sp.n.2 0,352
Gyrodactylus sp.n.6 0,287
Gyrodactylus sp.n.7 0,197
Viviparo Gen.n.3 sp.1 0,129
Gyrodactylus sp.n.3 0,934
Gyrodactylus sp.n.4 0,568
Anacanthocotyle sp.n.1 1,000
Gyrodactylus sp.n.8 1,000

Os valores de dependéncia e forca de cada espécie na rede foram calculados para as matrizes
de oviparos (Tabela 11) e viviparos (Tabela 12). Os parasitos do clado viviparo apresentaram
maior forca de interacdo do que os parasitos do grupo oviparo. Os valores de forca calculados para
as espécies dos agrupamentos oviparo e viviparo estdo representados em graficos para melhor
visualizagdo do resultado (Figura 7 e 8). As espécies oviparas que apresentaram maior valor de
dependéncia aos seus hospedeiros foram: Oviparo Gen.n.5 sp.1 com espécies de loricarideo P.
steindachneri (dependéncia igual a 1), Oviparo Gen.n.1 sp.1 com A. multispinnis (dependéncia
igual a 1), Phanerothecium sp.n.2 e P. spinatus (dependéncia igual a 1) com loricarideo
Rineloricaria sp. As espécies oviparas com menor valor de dependéncia foram A. forficuloides
com S. guntheri (dependéncia igual a 0,009), e O. sudis, com Rineloricaria sp. (dependéncia igual
a0,012) (Tabela 11 e Figura 7).
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As espécies oviparas com maior forca na rede foram A. pedunculatus, com valor igual a
1,221, e Aglaiogyrodactylus sp.n.1, com 1,017. As espécies P. spinatus e Oviparo Gen.n.1 sp.1
apresentam menos forca na rede (0,040 e 0,047) (Tabela 12 e Figura 8).

As espécies viviparas que apresentaram maior valor de dependéncia na rede foram:
Gyrodactylus sp.n.5 e Viviparo Gen.n.4 sp.1 com A. multispinnis (dependéncia igual a 1),
Gyrodactylus sp.n.2, Gyrodactylus sp.n.6, Gyrodactylus sp.n.7 e Viviparo Gen.n.3 sp.1, com C.
santacatarinae (dependéncia igual a 1), Gyrodactylus sp.n.3 e Gyrodactylus sp.n.4 com
Scleromystax barbatus (Quoy & Gaimard, 1824) (dependéncia igual a 1) e Gyrodactylus sp.n.8
com Pareiorhaphis splendens Bizerril, 1995 (dependéncia igual a 1). A especie vivipara com
menor valor de dependéncia foi Anacanthocotyle sp.n.1 com o0s hospedeiros A. ribeirae
(dependéncia igual a 0,260) e B. microcephalus (dependéncia igual a 0,322) (Tabela 12 e Figura
8).

As espécies viviparas Anacanthocotyle sp.n.1 e Gyrodactylus sp.n.1 apresentaram maior
forca na rede (3,00 e 2,00). A espécie Viviparo Gen.n.3 sp.1 apresentou menor forga na rede
(forca igual a 0,055), seguido de Gyrodactylus sp.n.4 com forca igual a 0,162 (Tabela 12 e Figura
8).

Tabela 11. Valores de dependéncia e forca entre as espécies do grupo oviparo e seus peixes
hospedeiros. O valor de dependéncia ilustra o grau de interagdo entre estas espécies e a forca ilustra a
soma das dependéncias entre as espécies dessa rede ecoldgica. Os valores destacados em negrito
indicam parasitos com maior dependéncia e forga. Valores sublinhados indicam parasitos com menos
dependéncia e forga.
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Oviparo Gen.n.5 sp.1 1 0 0 0 0 0 0 0 1,000
Aglaiogyrodactylus sp.n.1 0 0,193 0,806 0 0 0 0 0 1,017
Aglaiogyrodactylus forficulatus 0 0,932 0 0,067 0 0 0 0 0,528
Aglaiogyrodactylus forficuloides 0 0,990 0 0,009 0 0 0 0 0,957
Aglaiogyrodactylus guttus 0 0,923 0 0,076 0 0 0 0 0,055
Aglaiogyrodactylus calamus 0 0 0 0 0 0,740 0,259 0 0,186
Aglaiogyrodactylus ctenistus 0 0 0 0 0,118 0,041 0,840 0 0,965
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Figura 7. Representagdo grafica da forca para cada espécie ovipara na rede de interacdo. Cada coluna representa uma espécie de

parasito e o tamanho das barras a soma dos valores de dependéncia de cada uma das espécies na rede.
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Tabela 12. Valores de dependéncia e forca entre as espécies do clado viviparo e seus peixes
hospedeiros. O valor de dependéncia ilustra o grau de interacdo entre estas espécies e a forca ilustra a
soma das dependéncias entre as espécies dessa rede ecoldgica. Os valores destacados em negrito
indicam parasitos com maior dependéncia e forga. Valores sublinhados indicam parasitos com menos
dependéncia e forca.
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Gyrodactylus sp.n.1 0,440 0,560 O 0 0 0 0 0 0 2,000
Gyrodactylus sp.n.5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,500
Viviparo Gen.n.4 sp.1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,500
Gyrodactylus sp.n.2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,444
Gyrodactylus sp.n.6 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,333
Gyrodactylus sp.n.7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,166
Viviparo Gen.n.3 sp.1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,055
Gyrodactylus sp.n.3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,837
Gyrodactylus sp.n.4 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,162
Anacanthocotyle sp.n.1 0 0 0 0 0 0260 0,322 0,416 0 3,000
Gyrodactylus sp.n.8 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1,000
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Figura 8. Representacdo grafica da forga para cada espécie vivipara na rede de interagcdo. Cada coluna representa uma espécie
de parasito e 0 tamanho das barras a soma dos valores de dependéncia de cada uma das espécies na rede.

Analise filogenética

As anélises filogenéticas das espécies de Gyrodactylidae e dos seus hospedeiros foram
modeladas apenas com sequéncias que apresentaram alta qualidade e com tamanho maior a 500pb.
Todas as sequéncias que nao apresentaram informac@es nucleotidicas confiaveis e menores que
500pb nédo foram consideradas nas analises.

A filogenia baseada em dados moleculares das espécies oviparas e Vviviparas de
Gyrodactylidae (Figura 10) apresenta, em geral, elevado suporte de ramos. Os clados de
Gyrodactylidae oviparos e viviparos ficam claramente separados, com suportes de ramos

relativamente baixos (75 e 67%). As espécies oviparas apresentaram-se separadas por dois clados.
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O primeiro clado é formado pelas espécies de Phanerothecium (Phanerothecium sp.n.2,
Phanerothecium sp.n. 3, P. spinatus e P. spinulatum), que apresentam-se agrupadas com suporte
de ramo de 88%, juntamente com uma especie de O. sudis e duas espécies oviparas ndo
identificadas. Enquanto o segundo clado apresenta-se formado pelas espécies de
Aglaiogyrodactylus (A. calamus, A. pedunculatus, A. ctenistus, A. conei, A. salebrosus, A.
forficulatus e A. forficuloides), suportado por 51%. Juntamente com as espécies de A. calamus e A.
pedunculatus, encontra-se outro representante de Onychogyrodactylus, O. hydaticus, com um
suporte de 99%.

As espécies viviparas Gyrodactylus sp.n. 1, Gyrodactylus sp.n. 5, Gyrodactylus sp.n. 7,
Gyrodactylus sp.n. 2, apresentam-se em um unico clado com um suporte de 67%.

De acordo com os resultados obtidos pela analise Bayesiana e analisados pelo programa
Tracer v.1.5 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) das espécies de Gyrodactylidae, o tamanho
efetivo da amostra (ESS) esta em 768,228. Esse valor esta bastante acima do minimo indicado de
100 (Tabela 13). Os parametros com valores de média, densidade posterior (HPD) e tamanho
efetivo da amostra estdo apresentados na Tabela 13. A analise Bayesiana indica a existéncia de
seis tipos de substituicdo nucleotidica para 18S rDNA (Figura 9).

As anadlises filogenéticas das sequéncias de cyt-b das espécies representantes de
Characiformes (Figura 12) e Siluriformes (Figura 14) foram consistentes com as andlises de
relacionamento filogenético encontradas na literatura (Alvez-Gomes, 2001; Calcagnotto et al.,
2005; Cramer et al., 2011; Orti e Meyer, 1997; Oliveira et al., 2001; Peng et al., 2006).

A filogenia baseada em dados moleculares das espécies representantes de Characiformes
apresentou suportes de ramos (probabilidade posterior) bastante elevados (Figura 12). As espécies
de Crenuchidae (C. pterostictum e C. lanei) apresentam-se em um clado distinto, com um suporte
de ramo de 100%. Enquanto as espécies de Characidae apresentam-se agrupadas em dois clados,
um contendo as espécies B. microcephalus e Mimagoniates microlepis (Steindachner, 1877) com
um suporte de 100%, e um segundo com as espécies D. langei, Astyanax janeiroensis Eigenmann,
1908, A. ribeirae e Oligosarcus hepsetus (Cuvier, 1829), igualmente suportado em 100%.
Deuterodon langei, apresenta-se como espécie irma das espécies de Astyanax e Oligosarcus. Os
parametros analisados pelo programa Tracer v.1.5 (média, densidade posterior (HPD) e tamanho

efetivo) das espécies de Characiformes estdo apresentados na Tabela 14. O tamanho efetivo da
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amostra (ESS) do valor de verossimilhanga ficou acima de 100 (ESS = 382). Os valores
resultantes da anélise Bayesiana para os tipos de substituicbes nocleotidicas do cyt-b para as
espécies de Characiformes indicam quatro taxas de mutacéo distintas (Figura 11).

A hipotese filogenética para as espécies de Siluriformes apresentou elevado suporte de ramo
(100%) (Figura 14). A posicédo de S. barbatus ndo é consistente com as hip6teses disponiveis para
os Siluriformes e esse resultado €, portanto, considerado um artefato. Sendo assim, a posi¢do
filogenética da espécie foi definida de acordo com a literatura. Os demais Siluriformes foram
separados em dois clados, ambos com suportes elevados. O primeiro clado com suporte de ramo
de 100% apresentou as espécies de Pimelodidae (Pimelodella pappenheimi Ahl, 1925 e
Pimelodella chagresi (Steindachner, 1877)), juntamente com as espécies de Heptapteridae
(Acentronichthys leptos Eigenmann & Eigenmann, 1889, Rhamdioglanis frenatus lhering, 1907 e
Rhamdioglanis transfasciatus Miranda Ribeiro, 1908), sendo A. leptos grupo irmado das espécies
de Rhamdioglanis. O segundo clado suportado em 98%, com as espécies de Loricariidae (A.
multispinnis, H. leucofrenatus, Rineloricaria sp., S. guntheri, K. lacerta e P. splendens). Ancistrus
multispinnis mostra-se como grupo irmao de H. leucofrenatus + Rineloricaria sp. suportado em
100%. Enquanto, S. guntheri apresenta-se como grupo irmdo de K. lacerta + P. splendens, com
suporte de ramo de 97%. Os pardmetros da analise Bayesiana, analisados pelo programa Tracer
v.1.5 (média, densidade posterior (HPD) e tamanho efetivo da amostra), estdo apresentados na
Tabela 15. O tamanho efetivo da amostra (ESS) para o valor de verossimilhanca foi ligeiramente
maior do que o valor aceitavel recomendado (ESS = 124). A analise indica ainda a existéncia de
quatro tipos de substituicdo nucleotidica para esse conjunto de espécies (Figura 13). A partir desse
cladograma, foi produzida a filogenia simplificada dos hospedeiros (Figura 15) com apenas as
espécies hospedeiras que interegiram com espécies de Gyrodactylidae, e assim, fundamentar a

analise de coevolucao.

Coevolucéo
A BPA (Analise de Parcimonia de Brooks) primaria de coevolugdo dos Gyrodactylidae e

seus hospedeiros, baseada em dados moleculares apresentou um indice de consisténcia de 93%
entre as respectivas topologias. Foram consideras na analise de coevolucdo apenas as espécies

hospedeiras que apresentaram interacdo com espécies de Gyrodactylidae (Tabela 16). De acordo
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com a filogenia apresentada na figura 16, podemos observar que todas as espécies oviparas de
Gyrodactylidae sdo encontradas exclusivamente em loricarideos. As espécies viviparas, por outro
lado, foram encontradas em espécies de Characidium e Cyphocharax e em trés espécies viviparas
de Loricariidae.

A BPA (Analise de Parcimbnia de Brooks) secundaria (Figura 16), utilizando a matriz
aditiva binaria (Tabela 17), mostrou-se altamente congruente com a filogenia dos hospedeiros e
completamente congruente aos modulos (codificados por cores na figura) apresentados nas redes
dos girodactilideos oviparos e viviparos. A andlise separou claramente, ainda, as associacdes de
Loricariidae e girodactilideos oviparos, enquanto que o agrupamento de associagdes envolvendo
girodactilideos viviparos apresentou relagdes com espécies de Loricariidae, Crenuchidae e
Curimatidae.

A interpretacdo putativa do relacionamento histérico entre hospedeiros e parasitos é
apresentada na Figura 17. Todas as espécies de Gyrodactylidae estdo identificadas com as cores
dos modulos apresentados nas figuras 5 das espécies oviparas e figura 6 das espécies viviparas.
Mais uma vez, podemos observar que todas as espécies oviparas de Gyrodactylidae séo
encontrados exclusivamente em Loricarideos. Os relacionamentos indicados pelos modulos de
espécies oviparas de Gyrodactylidae foram considerados decorrentes de processos ndo adaptativos
associados a processos de coespeciacdo. Mesmo associagOes interpretadas como oriundas de
processos dispersivos recentes ocorrem dentro de um mesmo maédulo e dentro de um mesmo clado
de espécies hospedeiras. A consideracdo de eventos de duplicacdo e extin¢do foram usados para
explicar a distribuicdo de parasitos oviparos em seus hospedeiros. Processos de extingdo sao,
provavelmente, bastante comuns nos rios da regido de estudos considerando a instabilidade do
sistema ao longo do ano.

A historia coevolutiva dos sistemas parasito-hospedeiros que envolvem espécies viviparas é
significativamente distinta. Como as filogenias mais recentes sugerem que 0s hospedeiros basais
das especies viviparas sdo Siluriformes, a origem do clado viviparo na presente analise foi
definida dentro desse clado hospedeiro. Portanto, a origem do clado viviparo € associada,
necessariamente, com um evento de dispersdo, assim como a origem da maioria das espécies
viviparas incluidas na analise. Em apenas um caso, Gyrodactylus sp.n.2 e Gyrodactyus sp.n.7, a

diversificacdo parece associada a um grupo de hospedeiro, C. santacatarinae, por um processo
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aparente de duplicacdo (especiagdo simpatrica). As espécies viviparas, ao contréario das espécies
oviparas de Gyrodactylidae, estdo limitadas em distribui¢cdo aos seus hospedeiros e ndo utilizam

de forma sistematica outros hospedeiros em simpatria e sintopia.

Tabela 13. Resultados dos parametros obtidos pela anélise bayesiana para as espécies de Gyrodactylidae.

Parametros  Média 95;)fwl—él;>D 95% upper Effi?:g?;gg ple
LNL -5236,441 -5250,509 -5223,387 768,228
TL 1,398 1,231 1,557 769,796
r(A<->C)  9,216E-2 6,6152E-2 0,1184 1332
r(A<->G) 0,265 0,2222 0,3078 1158,052
r(A<->T) 0,142 0,1116 0,1699 1185,899
r(C<->G)  4,233E-2 2,4153E-2 5,9699E-2 1128,843
r(C<->T) 0,381 0,3305 0,433 1194,733
r(G<->T) 7,691E 5,4252E-2 9,7186E-2 1332
pi (A) 0,271 0,248 0,2935 1316,99
pi (C) 0,2 0,1794 0,2199 1122,14
pi (G) 0,256 0,2308 0,2756 1272,58
pi (T) 0,273 0,2533 0,2963 1332
Alpha 0,562 0,4421 0,6795 1268,472

05

0.4+

1

0,2

1(A<>C) 1(A<>G) r(A<->T) 1(C<>G) r(C<>T) 1(G<>T)

Combined

Figura 9. Representacdo gréafica dos tipos de substitui¢do de nucleotideos para as espécies apresentadas na filogenia de
Gyrodactylidae. As barras indicam a média de cada substituicéo.
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Tabela 14. Resultados dos parametros obtidos pela analise bayesiana para as espécies de Characiformes.

Parametros Média 95% HPD 95% upper Effective sample
lower size (ESS)
LNL -6225,777 -6233,4 -6218,241 382
TL 3,052 2,529 3,529 290,45
r(A<->C) 7,85E-2 4,9796E-2 0,1025 262,882
r(A<->G) 0,267 0,2004 0,3214 382
r(A<->T)  8,681E-2 5,8139E-2 0,1111 349,57
r(C<->G)  2,537E-2 4,008E-3 4,6005E-2 334,626
r(C<->T) 0,512 0,4392 0,5688 382
r(Gs->T)  3,081E-2 6,336E-3 5,2519E-2 308,411
pi (A) 0,277 0,2557 0,3031 265,207
pi (C) 0,32 0,3005 0,3391 367,687
pi (G) 0,123 0,105 0,1427 350,478
pi (T) 0,279 0,2602 0,2975 336,581
Alpha 0,804 0,4701 1,000 382

06

0,59

0,4

o
w

Combined

0,2

E II 1

1(A<->C) 1(A<->0) f(A<>T) HC<->0) ) 16<>T)

Figura 11. Representacéo grafica dos tipos de substitui¢do de nucleotideos para as espécies apresentadas na filogenia de
Characiformes. As barras indicam a média de cada substituicéo.
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Figura 12. Filogenia das espécies de Characiformes, baseando-se em dados moleculares de cyt b (mtDNA).

Tabela 15. Resultados dos parametros obtidos pela analise bayesiana para as espécies de Siluriformes.

Pardmetros Meédia 95% HPD lower 95% upper Effective sample
size (ESS)
LNL -7452,317 -7460,389 -7445,935 124
TL 3,001 2,599 3,38 91,695
r(A<->C) 0,102 8,263E-2 0,1238 109,702
r(A<->G) 0,306 0,2537 0,3537 118,733
r(A<->T) 7,846E-2 6,05E-2 0,1002 94,01
r(C<->G) 3,063E-2 8,636E-3 4,7938E-2 107,01
r(C<->T) 0,448 0,3973 0,4986 106,298
r(G<->T) 3,538E-2 1,2297E-2 5,6482E2 69,268
pi (A) 0,29 0,2733 0,3184 124
pi (C) 0,335 0,3153 0,3553 78,184
pi (G) 0,112 9,8346E-2 0,1253 124
pi (T) 0,263 0,2485 0,2834 124
Alpha 0,282 0,2448 0,3178 124
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Figura 14. Relacionamento filogenético das espécies de Siluriformes, baseando-se em dados moleculares de cyt-b (mtDNA).
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Tabela 16. Matriz de caracteres binérios usados na analise de BPA priméria para os hospedeiros de Gyrodactylidae obtida a partir do
relacionamento filogenético de girodactilideos e seus hospedeiros.

Hospedeiros

Codificacao binaria

2 5 6 7 8 9 11 12 13 22 23 27 28 29 30 31 32 33 34 35 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Characidium pterostictum $110000O0O00 0 O O O O O O O OOOOWOW OO OT11T11 90 0 0 00
Characidium lanei F1100000 O O OO OO OWOOUOOUOO OOD OOT11T 12 0 0 0 o0 o0
Cyphocharax santacatarinae $110000O0O0 0 O O OO OO O OOOWOWODODOI1T o041 0 1 1 1
Ancistrus multispinnis $1 111001 12 1 0 0 1 1 1 0 0 01 0 O O OO 1T 01 1 0 00
Hisonotus leucofrenatus t11110011 11 09011 1 1 1 1 1 1 0 0 O0OOO0OT1 0 1 1 0 0 O
Rineloricaria sp 1121211111 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0O OOOT1 0 1 1 0 o0 O
Schizolecis guntheri t1110000 O O OO 11T O0UOUOWOOOOUOOU OT1T 011 0 0 0 0 0 o0 o0
Kronichthys lacerta t1T110000 O OOOOT 11T O0UOWOWOOUOOWUOOU OT1T 1 0 0 0 0 0 0 o0 o0
Pareiorhaphis splendens $1 110000 O0OOOO 11 1 0 OO 00 1 1 0 0 OO0 O O O O O0 O

Tabela 17. Matriz de caracteres binarios usados na analise de BPA secundaria para os hospedeiros de Gyrodactylidae obtida a partir do
relacionamento filogenético de girodactilideos e seus hospedeiros.

Hospedeiros

Codificacao binéria

2 56 789 11 12 13 22 23 27 28 29 30 31 32 33 34 35 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Characidium pterostictum +Gyro. spnl F1100000 O O O O O OOOU OO OO OO OWOWO®OOT1 1T 110 0 0 0 o0
Characidium lanei + Gyro. spnl F1100000 O O O O O O OOOO OO OO OWOWO®OOTI 1T 110 0 0 0 o0
Cyphocharax santacatarinae+Gyro.spn2 11 0000 0 0 0 0 0 0 0 O O O O O O O O O O 1 0o 1 0 1 o0 1
Cyphocharax santacatarinae+ Gyro.spn7 11 0000 0 0 0 0 0O O 0 O O O O O O O O O O 1 0o 1 0 1 1 o0
Ancistrus multispinnis + O. sudis 11110011 1 1 0 O 0O O O O O O OO O OUOTU OO OTU OO OOTUOSF@O
Ancistrus multispinnis + O. hydaticus 1110000 0 0 0 0 1 1.1 0 0O O 1 0 O O O O O OO O O OO
Ancistrus multispinnis + Gyro. spn5 $1100000 O O O O O O OOUOO OO OO OWOWOOOT11TOW0411 1 0 00
Hisonotus leucofrenatus + A. calamus $1110000 0 O O 0 1 1 1 1 1 0 O O OO OO OWOTU OUOTUOOTFTO
Hisonotus leucofrenatus + A. pedunculatus 111000 0 0 0 o 0 1 1 1 1 0 1 O O O O O O O O O O O 0 O
Rineloricaria sp. + Phanerothecium spn2 11111210 0O O OO O OWUOUOUOOOOTUOUOOOOWUOTUOTUOOTOTO
Rineloricaria sp. + P. spinatus 1111001 0 0 1 1 0 0 O 0O 0O OO O O OOTU OO OUOTU OO OOTUOSFO
Schizolecis guntheri + A. forficulatus 1110000 0 O O 0 2 0 O 0O OO OO OT1T 01 0 0 0 0 0 0o
Kronichthys lacerta + A. forficuloides 1110000 0 O O 0 2 0 O 0O OO OO OT1T 1 0 0 0 0 0 0 o0 o0
Pareiorhaphis splendens + A. ctenistus $1110000 O O O O 1 1 0 0 O O 0O 1 1 0 O O O OO O O O O
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Ancistrus_multispinnis_Gyro_spn5

Cyphocharax_sanctacatarinae_Gyro_spn2

Cyphocharax_sanctacatarinae_Gyro_spn7

Rineloricaria_sp_Phanerot_spn2

Ancistrus_multispinnis_Osudis

Rineloricaria_sp_P_spinatus

Schizolecis_guntheri_Aforficulatus

Kronichthys_lacerta_A_forficuloides
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Ancistrus_multispinnis_Ohydaticus

Hisonotus_leucofrenatus_A_calamus

Hisonotus_leucofrenatus_A_pedunculatus

Figura 16. Reconstrucdo filogenética das espécies de Gyrodactylidae e seus hospedeiros, baseando-se nos caracteres binarios,
inferidos na Andlise de Parsimonia de Brooks (BPA) secundaria. As cores dos ramos representam as cores dos mddulos das
espécies de girodactilideos oviparos e viviparos. Retangulos indicam associagdes de parasitos com espécies de Loricariidae.
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Figura 17. Reconstrugdo hipotética do relacionamento histdrico das espécies de Gyrodactylidae e seus hospedeiros. As linhas em
cinza representam a filogenia dos hospedeiros, e sobreposto em linhas sélidas apresenta-se a filogenia dos Gyrodactylidae. A cor
das linhas da filogenia dos parasitos e dos retangulos corresponde as cores dos modulos resultantes da analise de modularidade
(figura 5 e 6). Linhas tracejadas indicam extingdo. Os girodactilideos destacados em negrito indicam espécies com maior
abundancia no hospedeiro em questdo; apenas aquelas usadas na analise sdo taxons terminais dos respectivos cladogramas.
Girodactilideos em cinza indicam espécies com menos abundancia no hospedeiro e sdo considerados como resultado de dispersao
recente.
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DISCUSSAO

O baixo numero de sequéncias obtidas pelo gene 18S rDNA, deve-se a grande quantidade de
testes realizados com os outros iniciadores, pois nesse processo foi gasto muito material genético
disponivel. Parte desse problema deve-se a grande dificuldade de obter volumes e concentragdes
de DNA suficientes durante o processo de extracdo total desses parasitos. No entanto, o principal
desafio nesse trabalho foi a grande dificuldade de encontrar um marcador eficiente para amplificar
tantas espécies de agrupamentos diferentes e principalmente produzir sequéncias com qualidade.
Segundo Meiniléd et al, (2004) a taxa de evolucdo para espécies de Gyrodactylidae viviparos
estimada para o gene COI foi de 13,7%. Essa grande variabilidade entre as espécies suporta a
dificuldade de encontrar um iniciador universal que seja eficiente na amplificacdo de espécies
representantes dos dois grupos de Gyrodactylidae. Uma solucdo para este problema podera ser a
sintese de iniciadores especificos para géneros e/ou espécies em alguns casos.

A rede de interacdo de Gyrodactylidade e seus hospedeiros indica que ocorre uma forte
interacdo entre as espécies do grupo oviparo de Gyrodactylidae com espécies de Loricariidae,
engquanto que as espécies parasitas do clado viviparo fazem interacbes com quase todos os
representantes das familias de hospedeiros amostradas.

Girodactilideos oviparos mantém relacionamento praticamente apenas com espécies de
Loricariidae, exceto casos considerados eventuais (espécies de Pimelodidae). Entretanto, o padrdo
de interacdo observado entre as espécies do clado viviparo e seus hospedeiros foi contrério a esse.
Essas espécies viviparas fazem interacdo com representantes de Loricariidae, Callichthyidae,
Characidae, Curimatidae e Crenuchidae. Os resultados das redes de interacdo entre 0s
girodactilideos oviparos e viviparos corrobora com as previsdes oriundas das hip6teses sobre a
diversificacdo propostas por Boeger et al. (2003). Como sugerido por esses autores, existe
claramente uma restricdo das espécies oviparas a parasitar hospedeiros Loricariidae,
provavelmente vinculada a disponibilidade de uma superficie corporal rigida para fixacdo do ovo
com a goticula de cimento. Suporte adicional para essa hipdtese existe no fato de que espécies
oviparas de girodactilideos puderam utilizar como hospedeiros, mesmo com valores de
abundancia baixos, diversas outras espécies de hospedeiros loricarideos, mas apenas
eventualmente (e aparentemente, acidentalmente) foram encontradas sobre peixes de outras

familias.
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De fato, os dois modelos nulos gerados para testar o aninhamento do grupo oviparo e clado
viviparo indicaram maior valor para as espécies do grupo oviparo. Indicando que as espécies desse
grupo possuem maior nimero de interacbes com espécies hospedeiras amostradas no sistema
estudado quando comparadas com as espeécies do clado viviparo. Apesar do valor de aninhamento
do grupo oviparo ser um pouco mais elevado do que o viviparo, ndo podemos avaliar o quao
aninhado encontram-se as espécies desses grupos. Sabe-se que o0 aninhamento é usado para medir
0 grau em que as especies especialistas (com poucas interacdes) interagem com subconjuntos de
espécies generalistas, ou seja, uma espécie de parasito que interage com apenas uma espécie
hospedeira ou no maximo duas. Portanto, o padrdo encontrado na figura 2, mostra um
agrupamento de espécies especialistas ligado a um agrupamento de espécies generalistas. O
problema é que o padrdo de aninhamento ndo estd muito definido para relagdes parasito-
hospedeiro vertebrado (Graham et al., 2009). Estudos recentes analisaram a distribuicdo de
especializacdo em redes de parasitos-hospedeiros de pulgas e roedores e redes de metazoarios e
peixes (Vazquez et al., 2005). Segundo esses autores os resultados sugerem que os padrdes de
interacdo entre metazoarios parasitos de peixes e seus hospedeiros, e entre pulgase seus
hospedeiros mamiferos, sdo altamente assimétricos, ou seja, parasitas especialistas tendem
a parasitar as espécies hospedeiras com alta riqueza de parasitismo, enquanto espécies hospedeiras
com baixa riqueza de parasitas ser parasitados por espécies parasitas generalistas. Os resultados do
presente estudo sdo consistentes com a hipGtese de que este padrdo de interacdo €
uma consequéncia do fato de que as espécies mais abundantes tendem a ter mais ligacdes do que
espécies raras.  Assim, a estrutura observada nessas redes de interacdo pode ser um

epifenémeno da abundancia de espécies de subjacente distribuicdo (Vazquez et al., 2005).

De acordo com os resultados apresentados para analise de modularidade, foi possivel
observar que as espécies do clado viviparo estdo distribuidas em hospedeiros de diferentes taxons
amostrados no estudo, mas ao contrario do esperado, essas espécies apresentaram um padrdo de
grande interacdo dentro de seus modulos, ndo ocorrendo interacdo com mddulos externos,
indicando que, apesar de bem distribuidas elas mostram um padrdo de alta especificidade com
seus hospedeiros (Figura 6). Por outro lado, as espécies do grupo oviparo mostraram alta
especificidade as espécies hospedeiras de Loricariidae (K. lacerta, S. guntheri, H. leucofrenatus,
A. multispinnis, Rineloricaria sp., Pareiorhaphis sp. e P. splendens) (Figura 5). Mais uma vez, foi
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possivel observar que o padrdo de distribuicdo das espécies oviparas esta restrita a um
determinado grupo de hospedeiros, mas, além disso, a andlise indicou que apesar dessa restrigéo,
ha um grande compartilhamento entre essas espécies de hospedeiro com seus parasitos oviparos.
A andlise representa uma corroboracao adicional a hipotese de Boeger et al. (2003) de restricao
dessas espécies a hospedeiros que oferecem um recurso comum. Pode-se observar que a
distribuicdo dos médulos foi condizente com a defendida por Boeger et al. (2003), mostrando que
existe um ampla distribuicdo de hospedeiros, e uma grande especificidade com cada espécies

hospedeira encontradas nos modulos.

Os valores de dependéncia e forca das espécies oviparas e viviparas de Gyrodactylidae
refletem o resultado observado nas redes de interacdes, indicando que as espécies que
apresentaram maior dependéncia na rede fazem interacGes com apenas uma espécie hospedeira,
logo sua dependéncia a um Unico recurso torna-se muito grande. Enquanto, que espécies que
interagem com mais de uma espécie hospedeira tendem a diminuir sua dependéncia, ou seja,
quanto mais recursos diferentes a espécie utilizar, menos dependente ela serd de uma Unica espécie
(Tabela 9 e 10). Logo, as espécies de Gyrodactylidae que possuem mais forca na rede séo as que
utilizam mais recursos combinado com a abundancia de cada parasito.

A andlise filogenética das espécies de Gyrodactylidae indica a separacdo das espécies
oviparas, com um suporte de 75% e espécies viviparas com 67% de suporte de ramo. A filogenia
indica com suporte de 88% um agrupamento das espécies de Phanerothecium e um segundo
agrupamento para espécies de Aglaiogyrodactylus (51%). As espécies de O. sudis e O. hydaticus,
apresentam-se separadas entre esses agrupamentos; O. sudis apresenta-se no agrupamento das
espécies de Phanerothecium com suporte de ramo de 65% e O. hydaticus apresenta-se juntamente
com espécies de Aglaiogyrodactylus com suporte de ramo de 99%, sugerindo que
Onychogyrodactylus ndo representa um agrupamento monofilético. N&o é o objetio desse estudo
resolver essa ddvida taxondmica, mas o problema devera ser abordado em estudo subsequente.

As analises filogenéticas dos hospedeiros Siluriformes e Characiformes apresentaram-se
congruente a filogenias encontradas na literatura (Alvez-Gomes, 2001; Calcagnotto et al., 2005;
Cramer et al., 2011; Orti e Meyer, 1997; Oliveira et al., 2001; Peng et al., 2006).

A andlise de coevolucéo entre as espécies de Gyrodactylidae e seus hospedeiros mostraram-
se igualmente congruentes com hipotese de Boeger et al.(2003), mas as evidéncias geradas aqui
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permitem uma expansdao do modelo de diversificagdo proposto por esses autores. Processos
adaptativos prevaleceram na reconstrugdo coevolutiva dos Gyrodactylidae viviparos, explicando a
atual distribuicdo das espécies analisadas como sendo resultado de processos de troca de
hospedeiros. A distribuicdo priméaria dos Gyrodactylidae oviparos (considerando hospedeiros
primarios aqueles nos quais um determinado parasito apresenta maiores valores de abundancia),
entretanto, parece ser resultado de processos vicariantes (e.g. coespeciagdo) apesar de eventos de
duplicacdo e extingdo serem necessarios.

Como proposto em diversos estudos, linhagens viviparas apresentam um elevado potencial
de troca de hospedeiros, incluindo aparentemente eventos entre peixes de grupos evolutivos e
taxondmicos distintos, como Characiformes e Siluriformes. Esses parasitos, entretanto, parecem
ser bastante limitados no uso de outros recursos (hospedeiros sintdpicos) para a manutencao de
sua populacdo local. Exceto por Gyrodactylus sp. n. 1 que ocorre em duas espécies de
Characidum, nenhuma outra espécie vivipara foi coletada em mais do que uma espécie
hospedeira. Ou seja, eles apresentam especificidade parasitaria elevada. Ao contrario, 0s
Gyrodactylidae oviparos, apesar de estarem como grupo limitado aos Loricariidae (no presente
estudo, pelo menos) sdo bastante eficientes no uso de recursos compativeis (hospedeiros
sintdpicos), desde que da mesma familia. Um exemplo de espécie de ampla distribuicdo é A.
pedunculatus, que foi coletada em quatro espécies distintas de loricarideos no local de estudo.

A congruéncia entre a analise de redes ecoldgicas e a analise de coevolucdo, especialmente
observada no cladograma gerado pela andlise de BPA secundaria, permite criar um cenario
fundamental para a compreensdo dos processos de diversificacdo dos dois grupos de
Gyrodactylidae, os quais parecem se diferenciar em sua esséncia. A congruéncia entre as duas
analises para o clado formado por girodactilideos viviparos é decorrente do fato de que todos os
modulos sdo pequenos e incluem uma espécie de parasito e uma espécie de hospedeiro, em um
caso, duas espécies irmas (Characidium spp.). No caso das espécies oviparas, a congruéncia €
diretamente associada a processos de coespeciagdo. Enquanto os parasitos viviparos apresentam
caracteristicas fundamentais para maximizar sua habilidade de colonizar novas linhagens de
hospedeiros (vide Boeger et al., 2003, 2005; Bueno-Silva et al., 2011), eles aparentemente passam
por um processo de especializacdo/adaptacdo a linhagem do hospedeiro que o limita em termos de

uso de recursos representado por hospedeiros de linhagens mais distantes. Mesmo que 0 presente
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estudo tenha sido desenvolvido em um pequeno trecho de rio, no qual os componentes da
ictiocenose apresentam elevada proximidade ou contato fisico, as espécies viviparas ndo
apresentaram-se capazes de parasitar outras espécies hospedeiras.

As espécies oviparas, por outro lado, mesmo limitadas em distribuicdo devido as
caracteristicas de seu ovo, diversificam primariamente pelo processo de coespeciagdo. Apesar
delas também estarem envolvidas em processos de especializagdo aos seus hospedeiros, esses
representam recursos fundamentalmente semelhantes devido a sua ancestralidade recente.
Portanto, espéecies de hospedeiros do grupo, que representam recursos semelhantes, provavelmente
representam recursos adequados para as espécies viviparas, mesmo que em propor¢es menores
do que a sua linhagem hospedeira “primaria”. ESse cenario é plenamente compativel com
conceitos mais atuais sobre o relacionamento de parasito-hospedeiros denominado de “ecological
fitting”, definido por Brooks e McLennan (2002). Como observado para as comunidade composta
por anuros e trematddeos estudada por Brooks et al. (2006), a estrutura da comunidade de peixes e
seus Gyrodactylidae estudadas aqui parecem ser fortemente determinadas pelo processo de
“ecological fitting”. Segundo o autor, um parasito pode ser ecologicamente especializado e ainda
trocar de hospedeiro, ou seja, se 0 recurso é generalizado em muitas espécies hospedeiras, entdo o
parasito pode tirar vantagem dessa caracteristica e estabelecer uma nova associagdo especializada

sem o custo de envolver novas habilidades.
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