UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

RODRIGO NEVES DE OLIVEIRA

Extensdo da troca continua de hospedeiros em Gyrodactylus anisopharynx
(Platyhelminthes, Monogenoidea, Gyrodactylidae) utilizando marcadores
moleculares ISSR

CURITIBA
2011



RODRIGO NEVES DE OLIVEIRA

Extensao da troca continua de hospedeiros em Gyrodactylus anisopharynx
(Platyhelminthes, Monogenoidea, Gyrodactylidae) utilizando marcadores

moleculares ISSR

Dissertacdo apresentada como requisito parcial a
obtengédo do grau de Mestre em Ciéncias Bioldgicas,
area de concentragdo: Zoologia. Curso de Pos-
Graduacao em Ciéncias Bioldgicas, Zoologia, Setor de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Parana.

Orientador: Walter A. Boeger, Ph.D.

CURITIBA
2011



Termo de aprovagéo

Testando a extensao da troca de hospedeiros em Gyrodactylus anisopharynx

(Gyrodactylidae, Monogenoidea, Platyhelminthes) utilizando marcadores moleculares ISSR.

por

Rodrigo Neves de Oliveira

Dissertagdo aprovada como requisito parcial para a obtengao do Grau
de Mestre em Ciéncias Bioldgicas; area de concentragéo Zoologia, no Programa
de Pés-Graduagédo em Zoologla Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana, pe/a

\

}r A‘T\hlo\Perelra Boeger - UFPR
Presndentg e Orien r

Ve

Dr,/Joaber Pereird Junio / FURG

Dr?. Valéria Cunha Muschner - UFPR

Curitiba, 05 de setembro de 2011.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao professor Dr. Walter Boeger por toda orientacéo, confianca
e profissionalismo ao longo desse curso de Pés Graduacéo.

A todos do Laboratério de Ecologia Molecular e Parasitologia Evolutiva,
que sempre estiveram presentes e dispostos a ajudar em procedimentos
moleculares, coletas, duvidas e partilharam todas as dificuldades e éxitos
alcancados ao longo desse curso. Um abraco especial aos meus queridos
parasitologistas do laboratério: Renata Ferreira, Luciana Patella, Mariana Braga
e Marlus B. Silva que contribuiram para a realizacao deste trabalho.

Ao professor Rogério T. Vianna, por ter me apresentado ao mundo dos
monogendideos.

Aos queridos amigos Fabricio de Andrade Frehse, Fabio Gaio, Joao
Brito, Pollyana P. Costa, Ubirajara P. Alberton e Luis Eduardo de Mattos
Pukanski que ajudaram nas coletas realizadas para este trabalho.

Ao José Francisco de Oliveira Neto, o nosso “Zé” amigo, pelas boas
conversas e sugestoes.

A minha querida mé&e, Cristina. Poucas palavras podem descrever o
quanto sou grato por té-la, sempre me apoiando e, principalmente nesses
ultimos dois anos. Sem vocé minha mae, nada disso seria possivel.

A Kelly Mafra, por todo amor, companheirismo e compreensdo que me
sustentaram nos periodos dificeis.

Ao curso de Pés-graduacao de Zoologia da UFPR.

A CAPES pela concessao da bolsa de mestrado.



SUMARIO

JAve = Lo [=Ted 11 g 1=T o | (o T TP TP [
[IE e= e (= o U = T PP PPPPP iii
Lista de Tabelas .....ccoooeeiiiiiee e iv
=TT U] o o U v
AN o 1] = o vi
] 10 [0 L= o PP EEPEPPPPPPPR 1
Material € MEIOTOS ......ueeiieiieiiiieie e 5

Marcadores MOIECUIAIES ........ccccuueiiiiiiieieeeeee e 6

Variabilidade entre infrapopulagies ... 8

Analise Genealdgica e teste de hipOteses ......cccoevvciiieeiiiiiiiiieee e 9

INAICES dE AISPEISAOD ...t 11
RESURAAOS ... r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannes 12
DISCUSSA0 .. eeieeeeiitit ettt ee e e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e e eeeeeeeeeeaaeaeeeaaaeeanannnns 31
Referéncias BibliografiCas ..........eeeveeiiiiiiiiie e 35

11



Lista de Figuras

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com produtos da amplificacéo
(o [0 TN T a1 o1F=To (o] gt 1< 1 1 T 13

Figura 2. Relagbes de parentesco entre individuos de G.

2 [l T0] o g =T 7 1) GO PP PRSP 16
Figura 3. Dendograma gerado pela andlise de cluster..........ccccceeeeiinicineennn. 18
Figura 4. Andlise de reconstrucéo de carater ancestral por parciménia.......... 22
Figura 5. Grafico da frequéncia do nimero de passos evolutivos................... 23
Figura 6. Grupos familiares (em cinza) de G. anisopharynx............................ 24

Figura 7. Grafico da frequéncia das intensidades médias (IM) de

INFESTAGAD. .. ettt e e 29

11



Lista de Tabelas

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no teste de eficiéncia de
amplificacdo de DNA de Gyrodactylus anisSopharynX.............cccccceeeeeceeeeeeennnns 7

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na analise de

Tabela 3. Infrapopulagbes de Gyrodactylus anisopharynx e intensidade de
infestacdo de cada hosSpedeiro. ..........oooo i 12

Tabela 4. Desempenho dos iniciadores utilizados na analise de ISSR com
amostras de G. anisopharynx indicando: nimero total de bandas, nUmero de
bandas polimérficas e amplitude de fragmentos amplificados obtidos por cada

g1 o7 =T o] gH TSP 13
Tabela 5. Parametros calculados pelo software HICKORY ... 14

Tabela 6. Relagdes de parentesco entre espécimes de G.
AINUSOPNAIYINIX ...ttt e e e 15

Tabela 7. Trinta e quatro grupos formados pela analise de cluster com seus

individuos e tamanhos totaiS (N)........euiiiiriiiiie i 19

Tabela 8. Grupos familiares de G. anisopharynx com numero total de
espécimes por grupo (N), espécimes de cada grupo e hospedeiros em que

(0T 1 171 1.1 25

Tabela 9. Hospedeiros infectados pelos grupos familiares de G.
2 [l ET0] o g Tg 7 1) OO 27

Tabela 10. indices de dispersao calculados. .........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 29

iv



RESUMO

A fim de testar a extensdo em que ocorre a troca de hospedeiros em
Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000 (Platyhelminthes,
Monogenoidea, Gyrodactylidae), foram testadas duas hipéteses: nula: a troca
de hospedeiro ndo ocorreria, esperando-se encontrar um agrupamento de
individuos proximos genéticamente em infrapopulagdes, formando grupos
familiares com alta taxa de endogamia; alternativa: a troca de hospedeiros
seria constante, e grupos familiares de G. anisopharynx estariam distribuidos
aleatoriamente entre diferentes infrapopulacées. Treze infrapopulacoes,
totalizando 82 individuos de G. anisopharynx, foram analisadas utilizando
marcadores moleculares ISSR. O baixo valor de Fg encontrado (0,003) indica
um alto fluxo génico entre as infrapopulagbes, sugerindo que a troca de
hospedeiros ocorre continuamente. Entretanto, o alto valor de Fis (0,8) sugere
uma alta endogamia nessa populacdo de parasitos, conforme sugerido pela
hip6tese “nula”. A andlise de reconstrucao de carater ancestral mostrou que a
distribuicao de grupos de parasitos proximos genéticamente sobre o0s
hospedeiros amostrados é aleatéria. Entretanto, esta distribuicao esta bastante
préxima ao limite inferior da distribuicdo ao acaso. indices de distribuicao
calculados para quatorze grupos familiares de G. anisopharynx amostrados
também indicam um padrao de distribuicdo aleatério dos mesmos. Os
resultados apresentados parecem indicar uma condicao intermediaria entre as
hipéteses nula e alternativa, o que se esperaria considerando o tipo de
reproducdo (viviparidade) de G. anysopharynx. E possivel encontrar, em um
determinado momento, animais genealogicamente proximos em uma Unica
infrapopulagdo, sendo um evento deterministico e esperado enquanto a
transmissdo para outros hospedeiros, um evento estocastico, reduz a
probabilidade de encontrar esses parasitos em um mesmo hospedeiro. A troca
continua de hospedeiros (transmissao continua) € um processo comum em G.
anisopharynx e provavelmente em todas as espécies do clado de
girodactilideos viviparos e seu padrao, inferido nesse estudo, é consistente
com os pressupostos que fundamentam a hipdtese de diversificagcdo de
girodactilideos viviparos de Boeger et al. (2003). Palavras-chave:
Gyrodactylus anisopharynx, troca de hospedeiro, infrapopulacéo, ISSR



ABSTRACT

In order to test the extent to which host switch occurs in Gyrodactylus
anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000 (Platyhelminthes, Monogenoidea,
Gyrodactylidae), two hypotheses were tested: null: the host switch does not
occur - is expected to find a group of genetically close individuals in
infrapopulations, forming "family groups" with high rates of inbreeding;
alternative: the host switch is constant, and "family groups" of G. anisopharynx
are randomly distributed between different infrapopulations. Thirteen
infrapopulations, totalizing 82 individuals of G. anisopharynx were analyzed
using ISSR molecular markers. The low value of Fg found (0.003) indicates a
high gene flow among infrapopulations, suggesting that host switch occurs
continuously. However, the high value of Fis (0.8) shows a high inbreeding in
this population of parasites, as suggested by the "null" hypothesis. The
ancestral character reconstruction analysis shows that the distribution of groups
of genetically close parasites on sampled hosts is random. However, this
distribution is very close to the lower limit of the random distribution. Distribution
indices calculated for fourteen "family groups" sampled also indicate a random
distribution pattern of the same. The results presented seem to indicate an
intermediate condition between the null and alternative hypotheses, which
would be expected considering the type of reproduction (viviparity) of G.
anysopharynx. It’s possible to find, at one point, genealogically close animals in
a single infrapopulation, a deterministic and expected event while transmission
to other hosts, a stochastic event, reduces the likelihood of encountering these
animals in the same host. The continuous host switch is a common process in
G. anisopharynx and probably in all species of the clade of viviparous
gyrodactylids and its pattern, inferred in this study, is consistent with the
assumptions underlying the hypothesis of diversification of viviparous
gyrodactylids of Boeger et al. (2003).

Keywords: Gyrodactylus anisopharynx, host switch, infrapopulation, ISSR.
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INTRODUCAO

Os Monogenoidea Bychowsky, 1937 (Platyhelminthes) séo
representados, principalmente, por ectoparasitos de peixes. Esses parasitos
apresentam alta especificidade ao hospedeiro, muitas vezes restritos apenas a
uma espécie hospedeira (Bychowsky 1957, Rohde 1979, Bakke et al. 1991). A
presenca de um haptor, estrutura de fixacdo localizada na extremidade
posterior do corpo, é caracteristica exclusiva deste grupo (Bychowsky 1957).
Esta estrutura é formada por diferentes estruturas de fixacdo, incluindo
ganchos, barras, ancoras, ventosas e grampos, 0s quais variam de acordo com
a espécie parasita (Gerasev 1990). Gyrodactylidae Van Beneden et Hesse,
1863 e Dactylogyridae Bychowsky, 1933 sdo duas grandes familias de
Monogenoidea, sendo que a primeira & composta, em sua maioria, por
espécies viviparas, e a segunda por espécies oviparas (Kubtiza e Kubtiza
1999).

Gyrodactylidae inclui grande parte das espécies viviparas de
Monogenoidea. Sao ectoparasitos da superficie corporal, filamentos branquiais
e cavidades nasais de peixes marinhos e de agua doce (Bakke ef al. 1992,
Kubtiza e Kubtiza 1999). A familia possui representantes oviparos, mas esses
apresentam uma menor riqueza especifica, com 7 géneros e apenas 21
espécies conhecidas (Vianna 2007). As espécies viviparas, entretanto, formam
o maior grupo dentro da familia, com 25 géneros. Dentre os viviparos,
Gyrodactylus Von Nordmann, 1832 é o género mais diverso, com mais de 450
espécies descritas (Boeger et al. 2003, Harris et al. 2004, Bakke et al. 2007).
Entretanto, ha estimativas de que existam, aproximadamente, 20.000 espécies
de Gyrodactylus em todo o mundo (Bakke et al. 2002). Muitas dessas espécies
causam sérias ameacas a manutencao de populagdes de peixes na natureza e
em cativeiro (McVicar 1997, Euzet e Combes 1998, Bakke et al. 2002, Garcia-
Vasquez et al. 2007).

Na Regiao Neotropical, sdo conhecidas 44 espécies de Gyrodactylidae,
distribuidas em 13 géneros (Boeger et al. 2006), sendo 18 espécies de
Gyrodactylus (Boeger et al. 2006, Kritsky et al. 2007).

Duas principais caracteristicas bioldgicas de Gyrodactylus séo a

hiperviviparidade - um verme carrega em seu interior até quatro geracoes
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seguintes (Bychowsky 1957) - e a capacidade de trocar de hospedeiro em
qualquer fase da vida. A troca de hospedeiro € um importante recurso dentro
das relacbes bidticas complexas, estando associada a processos de
coevolucdo entre linhagens de parasitos e hospedeiros em uma escala micro-
evolutiva (Hoberg e Brooks 2008). A hiperviviparidade e a troca de hospedeiros
Sao recursos, que unidos, podem amenizar a dindmica da Rainha Vermelha na
relacdo parasito-hospedeiro e atuar como um facilitador do processo de
especiacdo em Gyrodactylus (Zietara e Lumme 2002, Boeger et al. 2003,
Meinila et al. 2004, Boeger et al. 2005).

A biologia reprodutiva de girodactilideos viviparos ainda nao esta
completamente elucidada. Apesar de se conhecer algumas caracteristicas,
como a hiperviviparidade, ndo se sabe ao certo aspectos sobre a origem do
primeiro embrido desses parasitos, sendo necessario o uso de marcadores
moleculares para testar teorias a respeito. Somente apds o inicio da maturacao
do segundo embrido, que pode ter origem sexuada ou por partenogénese, que
o sistema reprodutor masculino se torna funcional (Cable e Harris 2002, Bakke
et al. 2007). O modo de reproducéo de muitas espécies de Gyrodactilus parece
depender da densidade populacional, sendo a reproducdo assexual mais
prevalente em baixas densidades e a reproducdo sexual se tornando mais
prevalente a medida que a densidade populacional cresce (Harris 1989). Essa
ocorréncia de diferentes modos de reproducéo, influencia, particularmente, a
especiacao e especificidade ao hospedeiro dessas espécies (Harris 1993,
Boeger et al. 2003).

As espécies de Gyrodactylus, em grande parte, ocorrem em apenas uma
espécie hospedeira (Bakke et al. 2002), mas a ocorréncia simultanea de uma
espécie parasita em hospedeiros simpatricos distintos ndo é incomum (Turgut
et al. 1999, Meinila et al. 2004, Boeger et al. 2005). Gyrodactylus superbus
Szidat, 1973, Gyrodactylus samirae Popazoglo et Boeger, 2000, Gyrodactylus
anisopharynx Popazoglo et Boeger, 2000 e Gyrodactylus corydori Bueno-Silva
et Boeger, 2009 representam um grupo de espécies que compartilham
hospedeiros em simpatria. Todas elas ocorrem em Corydoras paleatus Jenyns,
1842 e Corydoras ehrhardti Steindachner, 1910 (Popazoglo e Boeger 2000,
Bueno-Silva e Boeger 2009). Recentemente, foi demonstrado que G. corydori

apresenta linhagens distintas para cada espécie hospedeira, sugerindo que
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esta espécie se encontra num processo inicial de especiacao (Bueno-Silva et
al. 2011).

Através de um modelo experimental parasito-hospedeiro utilizando as
espécies de Corydoras supracitadas, Boeger et al. (2005) estudaram como a
transmissao continua através da troca de hospedeiros influencia parametros
populacionais de G. anisopharynx. Esses autores sugerem que com a troca
continua de hospedeiro, esses parasitos estdo aptos a buscar ativamente um
hospedeiro suscetivel no cardume, reduzindo a taxa de mortandade e
incrementando significativamente o desempenho da populacéo de parasitos.

Girodactilideos, assim como espécies de familias préximas (Boeger et
al. 1994), carecem de fases larvais livrenatantes. Ao nascerem, esses animais
ja se encontram sobre um hospedeiro compativel, ndo sendo necessario
buscar ativamente um hospedeiro como fazem os animais de espécies com
larvas ciliadas (ex. Dactylogyrideos). Tanto girodactilideos oviparos como
viviparos ja apresentam o haptor totalmente formado e funcional, mas os
oviparos, ao eclodir, sdo animais juvenis, enquanto 0s viviparos sdo animais
sexualmente maduros e gravidos de diversas geracdes de vermes no
nascimento (Bakke et al. 2007). Desta forma, é esperado que as
infrapopulacdes de parasitos sejam compostas por individuos geneticamente
préximos, compondo, o que neste estudo, serdo chamados de grupos
familiares. Entretanto, se esses individuos sido capazes de se transmitir
continuamente (Boeger et al. 2003, Bakke et al. 2007), essas infrapopulacdes
poderiam ser compostas por diferentes grupos familiares de parasitos que
imigram de hospedeiros distintos e individuos de um determinado grupo
familiar devem ser encontrados em hospedeiros distintos. Essas sdo duas
hipoteses (hipdtese nula e hipdtese alternativa) que podem ser testadas com
sistemas hospedeiros-parasitos naturais ou experimentais.

Marcadores moleculares tém sido utilizados amplamente em estudos
populacionais e muitos desses estudos tém utilizado microssatélites como
marcadores para inferir relacdes de parentesco entre individuos (Balloux e
Lugon-Moulin 2002, Ashworth e Clegg 2003, Vouillamoz e Grando 2006,
Schuster et al. 2009, Clementino et al. 2010) por sua boa reprodutibilidade,
serem altamente variaveis e terem heranga codominante (Zane et al. 2002).

Entretanto, este tipo de marcador necessita de um conhecimento prévio de



sequéncias de DNA-alvo para serem desenvolvidos, e quando testados podem
apresentar uma baixa variabilidade, como encontrado por Delmotte et al.
(2006).

Marcadores dominantes (RAPD, RFLP e ISSR) tém sido utilizados
amplamente para os mesmos fins (Levitan e Grosberg 1993, Miller 2000,
Anderson 2008, Gupta et al. 2008, Hussein et al. 2008) com o beneficio de nao
ser requerido nenhum conhecimento genético prévio e terem um menor custo
para serem desenvolvidos (Mueller e Wolfenbarger 1999). Como sao
expressos como alelos dominantes, ndo se pode inferir homozigose ou
heterozigose, sendo menos informativos do que alelos codominantes. Mas
cada iniciador amplifica regides mdltiplas, e com a quantidade de iniciadores
disponiveis na literatura, o niumero de loci polimérficos é potencialmente alto
(Levitan e Grosberg 1993), o que torna os marcadores dominantes uma boa
alternativa aos codominantes para inferir relagbes de parentesco entre
individuos (Hardy 2003).

Desta forma, o presente trabalho utiliza marcadores moleculares ISSR
para estabelecer hipéteses de relacionamentos genealdgicos entre
girodactilideos viviparos e, com base em sua distribuicdo entre hospedeiros,
tem como objetivo testar as duas hipéteses apresentadas acima.



MATERIAL E METODOS

O sistema composto por G. anisopharynx, um girodactilideo viviparo, e
seus hospedeiros C. ehrhardti e C. paleatus, ambos Callichthyidae
(Siluriformes), foi o utilizado neste estudo. Corydoras paleatus e C. ehrhardlti
tém grande proximidade filogenética como sugerem caracteristicas
morfolégicas e genéticas compartilhadas (Oliveira et al. 1993). Corydoras
ehrhardti se distribui somente no sul e sudeste do Brasil, enquanto C. paleatus
se distribui por rios da regido sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, Argentina,
Paraguai e Uruguai (Nijssen 1970). As duas espécies, como mencionado
anteriormente, compartilham suas espécies de Gyrodactylus e formam
cardumes comuns quando em simpatria. Esse sistema parasito-hospedeiro
tem sido usado em uma série de estudos sobre a biologia comparada e
evolucao do relacionamento dessas espécies (Boeger et al. 2005, Pie et al.
2006, Bueno-Silva et al. 2011).

Foram coletados 200 espécimes de C. paleatus e C. ehrhardtino més de
agosto de 2010, com auxilio de tarrafa (abertura circular de 9m e malha 0,5¢cm)
no rio Iguacu, municipio de Lapa (PR) (25°79'41,6"S; 50°19'99,7"W). Os peixes
foram acondicionados individualmente em frascos com agua quente (60-70°C)
que foram agitados vigorosamente para facilitar o desprendimento dos
parasitos (Kristky e Stockwell 2005). As amostras foram fixadas em etanol 96%
para subsequente andlise morfolégica e molecular.

As amostras foram levadas até o laboratério e os peixes tiveram seu
comprimento total medido. Os parasitos foram coletados com o auxilio de um
estereomicroscopio e cada espécime foi nomeado seguindo a nomenclatura
adotada na ficha de tombo do laboratério, sendo identificados por “G” +
“numero”. O haptor de cada espécime analisado foi removido e montado em
lamina com meio de Hoyer para confirmacdo da espécie por meio da
morfologia das estruturas esclerotizadas (Humason 1979, Kritsky et al. 1995).

O tronco foi utilizado para a extracado do DNA total.



Marcadores moleculares

O sistema de marcadores dominantes denominado “Inter-Simple
Sequence Repeats” (ISSR), permite detectar polimorfismos individuais de loci
entre microssatélites, utilizando um iniciador desenvolvido a partir de
sequéncias simples de di ou trinucleotideos (Zietkiewicz et al. 1994). Nesse
método, ciclos de reac6es em cadeia da polimerase do DNA sao realizados
com iniciadores que anelam em regides repetitivas conhecidas como
microssatélites (SSR) e amplificam os fragmentos localizados entre as regides
de SSR’s. O genoma de cada organismo analisado é estimado pelo padrao de
bandas dos amplicons identificados em uma corrida de gel de eletroforese.

Os ISSR’s sao marcadores ideais para analises intraespecificas devido
a sua abundancia e alto grau de polimorfismo entre individuos de uma
populacao com gendtipos intimamente relacionados (Cregan et al. 1994, Jarret
e Bowen 1994, Hokanson et al. 1998, Lanham e Brennan 1998). Desde a
introducdo da técnica de PCR-ISSR (Zietkiewicz et al. 1994), ela tem sido
amplamente utilizada em estudos botanicos de mapeamento genético, estudos
populacionais, estudos de diferenciacdo de espécies e hibridos e de
diversidade genética (Godwin et al. 1997, Reddy et al. 2002, Lin et al. 2007,
Hussein et al. 2008, Manica-Cattani et al. 2009, Dinolfo et al. 2010 e Lin et al.
2010). Recentemente, zodlogos a tém aplicado a diferentes taxons (Velu et al.
2008, Souza et al. 2008, Machkour-M'Rabet, et al. 2009, Perteguer et al. 2009
e Stolpovskiia et al. 2010). Contudo, nao foi realizado nenhum estudo utilizando
esta técnica com espécies de Monogenoidea.

A extracdo de DNA foi realizada com kit de extragdo DNeasy (Qiagen).
O protocolo foi adaptado para a extracgo de DNA de espécies de
Monogenoidea: o produto final foi eluido duas vezes com 50 ul de tampao AE e
seco em SpeedVac a 60°C por 50 minutos, totalizando 20 pl finais. Foi obtida,
em média, uma concentracao de DNA de 12ng/ul por amostra.

Um conjunto de oligonucleotideos iniciadores de ISSR foi usado,
inicialmente, para testar a eficiéncia de amplificacdo de DNA de amostras de
Gyrodactylus (Wolfe et al. 1998) e estao listados na Tabela 1. Esse teste foi
conduzido com amostras de DNA extraidas de nove individuos de uma
infrapopulacao de G. anisopharynx. Sete iniciadores testados ndo amplificaram
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fragmentos (ISSR1, ISSR4, ISSR9, ISSR14, ISSR16, ISSR17, ISSR18 e
ISSR19). Os iniciadores escolhidos foram ISSR5, ISSR7, ISSR15 e 17899, pois
estes apresentaram maior polimorfismo individual e amplificacdo de fragmentos

a partir de 1 pl de extrato de DNA a 12 ng/pl.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no teste de eficiéncia de
amplificacdo de DNA com amostras de Gyrodactylus anisopharynx.

Iniciador Sequéncia
ISSR1 GTGTGTGTGTGTRG

ISSR2 CACACACACACACAYG
ISSR3 GAGAGAGAGAGAGARG
ISSR4 GTGTGTGTGTGTGTYG
ISSR5 AGAGAGAGAGAGAGYG
ISSR6 GAGAGAGAGA
ISSR7 CACCACCACCACRC
ISSR8 GTGGTGGTGGTGRC
ISSR9 CTCTCTCTCTCTCTCTRA
ISSR10 GAGAGAGAGAGAGAYC
ISSR11 CTCCTCCTCCTCRC
ISSR12 GAGGAGGAGGAGRC
ISSR13 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
ISSR14 GTGGTGGTGGTG
ISSR15 AGAGAGAGAGAGAGAGT
ISSR16 AGAGAGAGAGAGAGAGC
ISSR17  CTCTCTCTCTCTCTCTT
ISSR18 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
ISSR19 GTGGTGGTGGTGGTG
ISSR20 ACACACACACACACRG
17899 CACACACACACAARG

A solucao de PCR para amplificacao de ISSR continha um volume total
de 25 pl, consistindo de: 1,5 pl de MgCl, (50mM), 2,5 ul de PCR-Buffer (10X),
0,4 ul de dNTP (25mM), 0,3 pl de cada iniciador (30 pmol), 0,3 pl de Platinum
Taq DNA-polimerase (Invitrogen), 12 ng de DNA alvo e agua bidestilada até
completar volume final. As condigcbes da reacdo em cadeia da polimerase
utilizadas nessa amplificagdo foram: desnaturacao inicial a 94 °C por 1,5 min;
40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 s; anelamento a temperatura



especifica para cada iniciador (Tabela 2) por 45 s; extensdo a 72 °C por 1,5
min e extenséo final a 72 °C por 3 min. A definicdo das bandas resultantes foi
obtida por meio de eletroforese de 8 pl do produto da reacao de polimerase em
um gel de poliacrilamida 4% usando TBE (1X) a 80V por 6 horas. As bandas
foram coradas com Gel Red (BioTium) e visualizadas sob luz UV. Imagens
dessas bandas foram registradas em fotografia digital com o auxilio do
equipamento de fotodocumentacao Vilber-Lourmat.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na analise de ISSR de
amostras de Gyrodactylus anisopharynx.

Temperatura
Iniciador Sequéncia de
anelamento
17899 CACACACACACAARG 52 °C
ISSR5 AGAGAGAGAGAGAGYG 56 °C
ISSR7 CACCACCACCACRC 50 °C
ISSR15 AGAGAGAGAGAGAGAGT 42 °C

O padréao de banda de cada individuo foi definido a partir das imagens
obtidas dos géis usando o software Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics).
O tamanho dos fragmentos obtidos foi determinado pela comparagdo com
fragmentos de tamanhos conhecidos de um marcador de peso molecular de
100 bp (Invitrogen). Os fragmentos amplificados foram agrupados de acordo
com seu peso molecular e pontuados como variaveis discretas, gerando, para
cada individuo e iniciadores, uma matriz binaria de presenga (1) e auséncia (0)

de bandas homologas, que foi utilizada para as andlises subsequentes.

Variabilidade entre infrapopulacoes

Para avaliar a diferenciacdo genética das infrapopulacées amostradas
neste estudo, a estatistica F foi estimada utilizando metodologia proposta por
Weir e Cockerham 1984, com o software HICKORY v. 1.0 (Holsinger & Lewis,
2003), a partir dos indices de fixacdo de Wrigth Fis (consanguinidade ou perda
de heterozigosidade dentro da populacao) e Fst (medida de diferenciacéo entre



populacdes) calculados (ambos variando de 0 a 1). Um alto valor de Fsr indica
uma alta diferenciacdo genética entre as infrapopula¢des, enquanto um alto
valor de Fis indica um alto grau de endocruzamento. Com o mesmo software,
foi estimada a diversidade genética dentro de cada infrapopulacao (hs) e sua
média entre todas as populacées (Hs). Se a hipbtese alternativa for aceita e
ocorrer a transmissao continua de parasitos sobre os hospedeiros, espera-se
encontrar um baixo valor de Fis e Fst. Caso a hipétese nula seja a aceita, em
que as infrapopulacdes de cada hospedeiro é composta de individuos proximos

geneticamente, é esperado encontrar um alto valor para o Fise Fsr.

Analise Genealdqica e teste de hipoteses

A matriz binaria gerada, conforme descrito anteriormente, foi usada para
inferir a relacdo de parentesco dos individuos amostrados, com auxilio do
software COLONY 2.0 (Jones e Wang 2010), utilizando o método de maxima
verossimilhanca. Os parametros adotados para esta andlise foram que o
sistema de acasalamento é poligamico, com endocruzamento, sem
conhecimento prévio de qualquer relacdo de parentesco. O software assume
trés subamostras: a prole, candidatos a pais e candidatos a maes, sendo que
os dois ultimos podem ser determinados com valor “0”, ndo sendo inferido
dentre os gendtipos amostrados nem pai nem mae. Os genoétipos de cada
l6cus de cada pai foi inferido através de um quadro de verossimilhanga pelo
célculo da probabilidade de se observar os genétipos de todos os filhos de um
pai inferido. Sao inferidos apenas gendtipos parentais de lécus Unico, e esta
inferéncia s6 é precisa em casos onde genétipos de pais e maes podem ser
distinguidos. Caso contrario, genétipos paternos e maternos sdo simétricos e é
impossivel inferir cada pai com precisao.

O software Pedigree Viewer 6.5b (Kinghorn 1994) foi usado para
visualizar as relacoes construidas pelo COLONY e gerar um grafico de
genealogia. A analise de cluster foi utilizada para agrupar individuos
geneticamente semelhantes. Um dendograma de cluster foi construido pelo
software PAST 2.09 (Hammer et al. 2001) utilizando o indice de Jaccard e o
algoritmo UPGMA. O suporte de ramo foi obtido pelo método de “bootstrap”
com 1.000 repeticoes.



O dendograma gerado pelo software PAST foi submetido ao software
Mesquite 2.74 (Maddison e Maddison 2010) para analisar se os grupos de
parasitos formados na andlise de cluster estdo ou nao distribuidos ao acaso
entre hospedeiros distintos (hipdtese alternativa) ou se existe um padrao de
individuos de um mesmo grupo permanecer sobre o hospedeiro de seus
antepassados (hipétese nula). O padrao distribucional observado nesses
grupos foi analisado pelo método de reconstrugdo de carater ancestral usando
o critério de parcim6nia (Maddison 1995). Esse método consiste em otimizar a
combinacao de grupo (conforme definida pelo software PAST) e o hospedeiro
sobre 0 dendograma da analise de cluster dos parasitos. Esse procedimento
permitiu avaliar se uma unica infrapopulagdo pode hospedar mais do que um
grupo de parasitos geneticamente semelhantes, sem que isso resulte na
rejeicio (mesmo que parcial) da hipoétese nula. Uma distribuicao de
associacdes ao acaso foi definida através da aleatorizacdo dos hospedeiros
com 10.000 repeticdes e pela definicdo da frequéncia de casos com o mesmo
namero de passos evolutivos (troca de hospedeiros). Se o nimero de eventos
de dispersdes/transmissdo observados na otimizagdo dos caracteres nao for
significativamente (p < 0,1) diferente do numero de eventos obtidos ao acaso, a
hipétese alternativa de transmissdo maxima € aceita. Por outro lado, se o
namero postulado de passos/transmissdes for significativamente diferente da
média observada na distribuicdo ao acaso, a hipbtese nula é aceita e a
distribuicdo destes grupos de parasitos entre hospedeiros ndo é gerada ao
acaso.

A definicdo dos grupos familiares de G. anisopharynx foi realizada
considerando um critério mais restrito. Nessa andlise, foram considerados
grupos familiares apenas aqueles grupos de parasitos consistentes nos
agrupamentos obtidos pela analise do COLONY e pela analise de cluster,
simultaneamente. Essa analise considerou que se a hipbétese nula é aceita, o
agrupamento de individuos de um mesmo grupo familiar de G. anisopharynx,
sobre um mesmo hospedeiro, representa um evento deterministico e, portanto,
previsivel.  Por outro lado, o processo de transmissdo deve ocorrer
aleatoriamente, representando um evento estocastico.

Os grupos familiares definidos no procedimento descrito acima e a
distribuicdo das mesmas sobre os hospedeiros foram listados em tabelas,
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sendo calculada a intensidade média de infestacao (IM) de cada grupo familiar
(definido por: niumero de individuos por grupo familiar /hospedeiros em que o
grupo familiar ocorre). A frequéncia de ocorréncia de cada intensidade média

calculada entre os grupos familiares foi apresentada em grafico.

indices de dispersio

Eventos de nascimento, morte e migracao de individuos de uma espécie
determinam a distribuicdo dessa espécie no espaco (Toledo et al. 2006),
podendo apresentar trés padrdes de distribuicdo: aleatério, uniforme ou
agregado (Barbour et al. 1999). Para definir o padrao de distribuicdo de uma
espécie, sua disposicao espacial € medida, utilizando-se indices de agregacao
ou dispersao (Green 1966).

A transmissao continua defendida pela hipétese alternativa determinaria
um padrdao aleatério de distribuicdo, enquanto que o agrupamento de
individuos em grupos familiares, defendido pela hip6tese nula, um padrao
agregado.

Para determinar se a distribuicdo dos grupos familiares de G.
anisopharynx sobre os hospedeiros é agregada (hipétese nula) ou aleatéria
(hip6tese alternativa) foram calculados: o Expoente k da distribuigdo binomial
negativa, o Coeficiente de Green, a Razao entre Variancia e Média, e indice de
Morisita. Os célculos destes indices foram realizados conforme citado por
Toledo et al. (2006).
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RESULTADOS

Foram amostradas 13 infrapopulacdes de G. anisopharynx de C.
paleatus (n=11) e C. ehrhardlti (n=2), totalizando 82 parasitos. A intensidade de
infestacdo de cada hospedeiro (nimero de parasitos por infrapopulacao)

encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Infrapopulagbes de Gyrodactylus anisopharynx e intensidade de
infestacdo de cada hospedeiro. As siglas correspondem as espécies
hospedeiras: CP = Corydoras paleatus; CE = Corydoras ehrhardlti.

Infrapopulagéo Int.ensidade Hospedeiro
de infestagéo
1 5 CP
2 11 CP
3 6 CP
4 7 CcP
5 11 CP
6 7 CP
7 3 CE
8 5 CP
9 5 CE
10 7 CP
11 4 CP
12 7 CP
13 4 CP

Somando os resultados encontrados com os quatro iniciadores de
ISSR, foi observado um total de 507 bandas, sendo que 314 (62%) delas foram
polimérficas. O numero total de bandas e de bandas polimoérficas por iniciador
pode ser verificado na Tabela 4. Um exemplo do padréo de bandas gerado por

um dos iniciadores é mostrado na Figura 1.
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Tabela 4. Desempenho dos iniciadores utilizados na analise de ISSR com
amostras de G. anisopharynx indicando: nimero total de bandas, nUmero de

bandas polimérficas e amplitude de fragmentos amplificados obtidos por cada
iniciador.

N°total N°de bandas Faixa de

Iniciador
de bandas polimérficas tamanho (bp)
17899 198 150 166-2161
ISSR5 45 24 289-1974
ISSR7 208 98 294-2259
ISSR15 56 42 407-2221

|
|

g 1
ft ErrrrE g

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com produtos da amplificacdo do primer
17899. Colunas marginais e central com “ladder” de 100 bp (Invitrogen).

O tamanho dos produtos amplificados variaram desde 166 bp até 2259
bp. A maior porcentagem de polimorfismo foi detectada com os iniciadores
17899 e ISSR15, com 75,8% e 75% de bandas polimérficas, respectivamente.
indices mais baixos de polimorfismo foram obtidos com os iniciadores ISSR5
(53,3%) e ISSR7 (47,1%).
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Os resultados gerados pelo HICKORY indicam uma baixa diferenciacao
genética entre as infrapopulacdes, apresentando baixo valor de Fg (0,003) e
indicam alta taxa de endocruzamento, com um alto valor de F; (0,8). A
diversidade genética foi baixa dentro de cada infrapopulagdo, porém, foi
homogénea entre infrapopulacdes, com Hs = 0,09 (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros calculados pelo software HICKORY. Os numeros nas
colunas 2,5% e 97,5% correspondem aos limites inferior e superior de um
intervalo de credibilidade de 95%, respectivamente. Valores de Fg, Fis, hs e Hs

variandode 0 a 1.

Parametro  Média Eaejr‘gg 2,5% 50%  97,50%
Fot 0,003 0,001 0,001 0,002 0,005
F. 08 0,2 0,5 0,9 1,0
hs[1] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[2] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[3] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[4] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs5] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[6] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[7] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs8] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[9] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[10] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[11] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[12] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1
hs[13] 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1

Hs 0,09 0,01 0,07 0,09 0,1

A partir da matriz binaria da distribuicdo e compartilhamento das bandas
de ISSR, foi possivel inferir as possiveis relacbes de parentesco entre os
individuos (Tabela 6), usando o software COLONY. Com base nesses dados, o
software inferiu pais genéricos que associam esses parasitos em relacoes de
irmandade. O grafico gerado pelo software Pedigree Viewer 6.5b, a partir dos
resultados gerados pelo COLONY, permitiu observar essas relacbes de
parentesco (Figura 2).
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Tabela 6. Relacoes de parentesco geradas pelo software COLONY para
espécimes de Gyrodactylus anisopharynx, contendo espécimes amostrados e
pais hipotéticos (relacdo parental) inferidos a partir da verossimilhanca entre
genodtipos dos parasitos. Em negrito, espécimes que nao apresentaram

nenhuma relagéo de parentesco com nenhum dos outros espécimes.

Espécime Relagdo Parental Espécime Relagdo Parental

G1044 #6 #59 G1111 #21 #72
G1048 #51 #94 G1112 #27 #78
G1049 #12 #58 G1113 #15 #67
G1050 #11 #74 G1114 #3 #2
G1053 #11 #62 G1115 #54 #75
G1054 #12 #64 G1116 #20 #21
G1055 #18 #71 G1119 #46 #88
G1056 #19 #21 G1121 #39 #74
G1057 #24 #69 G1124 #43 #87
G1058 #49 #7 G1125 #41 #43
G1060 #27 #75 G1128 #32 #27
G1062 #16 #43 G1131 #8 #61
G1063 #53 #53 G1132 #27 #81
G1064 #36 #82 G1133 #19 #91
G1065 #40 #85 G1135 #27 #79
G1066 #35 #27 G1136 #42 #43
G1068 #16 #69 G1138 #17 #70
G1070 #2 #55 G1139 #23 #27
G1071 #12 #66 G1141 #33 #27
G1072 #28 #27 G1150 #41 #93
G1073 #10 #10 G1151 #26 #73
G1076 #43 #86 G1152 #13 #12
G1078 #38 #84 G1154 #37 #83
G1079 #50 #7 G1155 #15 #68
G1080 #27 #76 G1157 #14 #12
G1081 #33 #88 G1159 #9 #61
G1082 #5 #58 G1161 #11 #63
G1083 #6 #8 G1162 #30 #27
G1084 #7 #7 G1163 #41 #91
G1096 #45 #46 G1164 #41 #89
G1097 #23 #67 G1172 #44 #44
G1099 #4 #57 G1173 #34 #27
G1100 #12 #65 G1174 #7 #94
G1101 #22 #68 G1175 #27 #80
G1102 #1 #1 G1176 #7 #60
G1103 #29 #27 G1177 #32 #27
G1104 #31 #27 G1179 #47 #90
G1105 #27 #77 G1180 #7 #88
G1106 #48 #92 G1182 #52 #52
G1108 #2 #56 G1184 #2 #57
G1109 #25 #65 G1186 #6 #52
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Figura 2. Relacdes de parentesco entre individuos de G. anisopharynx visualizadas com
software Pedigree Viewer. Coluna a esquerda composta pelos espécimes de G. anisopharynx e
coluna a direita composta por pais hipététicos. Linha vermelha = pai; linha preta = mae; linhas
pontilhadas = autofecundacgéo/partenogénese. Como os individuos dessa espécie sao
mona@icos, um mesmo parasito pode ser pai e mae de individuos diferentes.
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Treze parasitos (G1102, G1073, G1138, G1055, G1151, G1064, G1054,
G1078, G1065, G1172, G1179, G1106, G1063), dos 82 analisados, nao
apresentaram relacdo de parentesco com nenhum outro individuo (15,85%) e
apenas dois (G1128 e G1177) sdo irmaos de mesmos pais. Todos os demais
individuos formam diferentes grupos em relacées de meia irmandade.

O dendograma gerado pela anélise de cluster (Figura 3) mostrou que os
82 individuos analisados podem ser separados em 34 grupos diferentes,
contendo de um a oito individuos por grupo, entretanto, o suporte de ramo
encontrado para esses grupos foi baixo e apenas alguns individuos foram
agrupados com suporte de ramo superior a 50% (Tabela 7).
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Figura 3. Dendograma gerado pela analise de cluster com o software PAST. Suporte de

ramo obtido pelo método “bootstrap”, com 1000 repeticbes, expresso em porcentagem.
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Tabela 7. Trinta e quatro grupos formados pela analise de cluster com seus
individuos e tamanhos totais (N). Em negrito, individuos agrupados com
suporte de ramo superior a 50.

Grupo Espécime N
1 G1102 1
G1070
G1108
2 G1184 5
G1114
G1099
G1082
3 G1044 3
G1176
G1131
G1159
5 G1073 1
G1053
G1161
G1049
G1054
G1100
G1152
G1071
G1157
G1113
G1155
G1068
G1138
10 G1055 1

G1056
G1116

1 G1111 >
G1101
G1097
G1057

12 G1109 3
G1151

13 G1050 1
G1060
G1072
G1080
G1103

14 G1162 8
G1105
G1104
G1112
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Continuacéao da Tabela 7.

Grupo Espécime N
G1128
G1141
G1177
15 G1135 7
G1173
G1175
G1139
16 G1132 1
17 G1066 1
18 G1064 1
19 G1154 1
20 G1078 1
21 Gi1121 1
22 G1065 1
G1062
G1125
G1136
G1076
23 G1124 5
24 G1172 1
G1096
25 G1119 2
G1164
26 G1179 2
G1133
27 G1163 2
G1106
28 G1150 2
G1058
G1180
G1079
29 G1084 4
30 G1083 1
G1048
31 G1174 2
G1182
32 G1186 2
G1063
33 G1115 2
34 G1081 1
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A analise de reconstrucao de carater ancestral gerada com o software
Mesquite permitiu visualizar de que maneira os grupos formados na analise de
cluster estdo distribuidos entre os hospedeiros (Figura 4). A distribuicdo da
frequéncia do numero de “passos” necessarios para explicar a associacao

entre parasitos e seus hospedeiros é apresentada na Figura 5.
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Figura 4. Andlise de reconstrugcdo de carater ancestral por parcimbnia. A figura
representa o relacionamento de espécimes de Gyrodactylus anisopharynx coletados em
Corydoras paleatus e Corydoras ehrhardti. Os hospedeiros (n = 13) foram plotados no
dendograma como se fossem caracteres sendo designada uma cor a cada hospedeiro.
Numero de passos evolutivos = 60.
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Figura 5. Frequéncia do nimero de passos evolutivos observados, de fato, e obtidos ao acaso.
Os hospedeiros foram aleatorizados 10.000 vezes. A coluna em azul escuro representa o
namero de passos evolutivos (n = 60) observados no dendograma de Gyrodactylus
anisopharynx. As outras colunas, em azul claro, demonstram o nimero de passos evolutivos
(57-68 passos) esperados em uma distribuicdo aleatéria de espécimes de parasitos entre
hospedeiros distintos. As linhas vermelhas indicam o intervalo de confiangca de 90%.

Foi possivel observar que a maioria dos grupos de parasitos formados
pela analise de cluster ndo se restringem a apenas um unico hospedeiro, pois
aparecem distribuidos dentre varios dos 13 hospedeiros amostrados (Figura 4).
A andlise de reconstrucdo de carater ancestral mostrou (Figura 5) que o
namero de passos evolutivos observados nao foi significativamente diferente (p
> 0,1) do numero de eventos de troca de hospedeiro esperados ao acaso.
Entretanto, o nUmero de passos evolutivos obervados esta bastante proximo ao
limite inferior da distribuicdo ao acaso

Por meio da unido das Figuras 2 e 5, os grupos de parasitos
compartilhados em ambas as andlises (COLONY e cluster) foram designados
como grupos familiares. Esses grupos sdo compostos por individuos que foram
agrupados por similaridade genética, segundo a andlise de cluster, e ao
mesmo tempo, considerados irmaos ou meio irmaos pela anéalise genealdgica
(Figura 6).
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Figura 6. Grupos familiares (em cinza) de Gyrodactylus anisopharynx. Anélises geradas pelos

softwares Mesquite (a esquerda) e COLONY (a direita).
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Os grupos familiares definidos no procedimento descrito acima e a

distribuicdo das mesmas sobre os hospedeiros estao listados nas Tabelas 8 e

9.

Tabela 8. Grupos familiares de G. anisopharynx com numero total de

espécimes por grupo (N), espécimes de cada grupo e hospedeiros em que

ocorrem.
fgrrnuilri);)r N Espécime  Hospedeiro

G1070 azul escuro
G1108 branco

1 5 G1184 preto
G1114 roxo
G1099 branco

5 5 G1131 marrom
G1159 rosa
G1053  verde escuro

° 2 G1161 azul médio
G1049  verde escuro
G1054 verde

4 6 G1100 branco
G1152 rosa
G1071 azul escuro
G1157 rosa

5 5 G1113 roxo
G1155 rosa
G1056 verde

6 3 G1116 rOXO
G1111 roxo
G1060 verde
G1072 azul escuro
G1080 azul claro
G1103 branco

! ® G1162 azul médio
G1105 branco
G1104 branco
G1112 roxo
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Continuacéao Tabela 8.

f(:r;uiﬁ; Espécime  Hospedeiro
G1128 marrom
G1141 laranja
G1177 vermelho
8 G1135 laranja
G1173 vermelho
G1175 vermelho
G1139 laranja
G1062 verde
G1125 marrom
9 G1136 laranja
G1076 azul escuro
G1124 amarelo
G1096 branco
0 G1119 amarelo
G1133 marrom
" G1163 azul médio
G1058 verde
12 G1180 preto
G1079 azul claro
G1084 azul claro
13 G1048  verdeescuro
G1174 vermelho
G1182 preto
h G1186 preto

26



Tabela 9. Hospedeiros infectados, indicando grupo familiar de G. anisopharynx
em cada hospedeiro, numero de individuos de cada grupo sobre o hospedeiro
(N/Grupo familiar) e o namero total (N) de espécimes sobre o hospedeiro.

Grupo N/Grupo

Hospedeiro familiar familiar N
1 2

Branco 4 ! 7
7 3
10 1
1 1

Azul escuro 4 1 4
7 1
9 1
1 1

Preto 12 1 4
14 2
1 1

Roxo S ! 5
6 2
7 1
2 1

Marrom 8 1 4
9 1
11 1
2 1

Rosa 4 2 4
5 1
3 1

Azul médio 7 1 3
11 1
4 1
6 1

Verde claro 7 1 5
9 1
12 1

Azul claro / ! 3
12 2

Laranja 8 3 4
9 1

Vermelho 8 8 4
13 1
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Continuacéao Tabela 9.

Grupo N/Grupo

Hospedeiro familiar familiar N

Amarelo 9 1 2
10 1
3 1

Verde escuro 4 1 3
13 1

Foram definidos quatorze diferentes grupos familiares de G.
anisopharynx, sendo compostos por dois a oito parasitos, totalizando 52
individuos. Dentre os grupos amostrados, somente o Grupo 14 apresentou
animais que se encontram em apenas um mesmo hospedeiro. Individuos dos
demais grupos ocorrem em dois ou até seis hospedeiros diferentes, como
ocorre no Grupo 7. Com excecao do Grupo 9, todas os grupos com n = 3
habitam pelo menos um hospedeiro com mais de um individuo (Tabela 8).

Todos os hospedeiros analisados abrigaram mais de um grupo de
parasitos, sendo que 0 niumero maximo de grupos encontrados em um Unico
hospedeiro foi igual a cinco, no hospedeiro Verde claro (Tabela 9). Apenas dois
grupos amostrados (14%) apresentaram valores de IM = 2. Metade dos grupos
(50%) teve intensidade média de apenas um parasito por hospedeiro (Figura
7).
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Figura 7. Grafico da frequéncia das intensidades médias (IM) de infestagdo entre quatorze
grupos familiares de G. anisopharynx amostrados.

Os resultados encontrados para os diferentes indices de dispersao estao
listados na Tabela 10.

Tabela 10. indices de dispersao, variancia e média calculados para os grupos
familiares de G. anisopharynx.

1 2 Valor 2 Padrao de
Indice Variancia (s”)  Média(m) Ca|CU|,ad9 X cal(n-1g1,0,05) distribuicao
para o indice
Razao
variancia/ 4,53 3,71 1,22 15,87 Aleatério
média
Coeficiente de 0 = aleatdrio -
Green 4,53 3,71 0,0057 1 = agregado Aleatorio
K < 0 = uniforme
. . K < 2 = agregado
K Binomial 4,53 3,71 16,9 p<k<s-agregado  Aleatdrio
Negativa moderado
K > 8 = aleatério
indice Morisita 4,53 3,71 1,05 2,13 Aleatério

Os resultados obtidos para o indice da razdo entre a variancia e a média
foi superior a 1, mas néao significativo quando comparado ao valor de qui-
quadrado de afastamento da aleatoriedade. O indice de dispersdo de Green,

que foi bem proximo de zero, e o valor obtido para expoente K da distribuicao
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binomial negativa (K > 8) indica distribuicdo aleatéria. O indice de Morisita néo
foi significativo quando comparado ao teste qui-quadrado, indicando
aleatoriedade dos dados amostrais em estudo.
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DISCUSSAO

Espécies de Gyrodactylus apresentam maiores taxas de reproducédo em
temperaturas mais altas (Bakke et al. 2007), sendo esperado, portanto,
encontrar um maior nimero de parasitos no verdo e um menor nimero de
parasitos no inverno, como o ocorrido neste estudo. Além da influéncia da
sazonalidade, no caso de G. anisopharynx, a competicdo com outras trés
espécies deste género que ocorrem nos mesmos hospedeiros podem causar o
baixo tamanho amostral observado nas infrapopulacdes capturadas.

Ja foram realizados estudos utilizando marcadores moleculares, para
diferentes analises, com espécies de Gyrodactylus (Huyse e Volckaert 2002,
Sterud et al. 2002, Bueno-Silva et al. 2011), entrentanto, nenhum estudo foi
realizado abordando analise genealdgica ou testando efetivamente como a
troca de hospedeiros é realizada por estes parasitos no ambiente e qual sua
influéncia na composicao de infrapopulacdes destes parasitos. O método de
ISSR ja foi utilizado em outros estudos de genealogia (Ruas et al. 2003, Haig et
al. 2003), mas, pela primeira vez, este método foi aplicado a uma espécie de
Gyrodactylus. Apesar de ser necessario realizar multiplas reagbes da
polimerase em cadeia (PCR) nesta metodologia, a baixa concentracao de
extrato de DNA geralmente obtida com espécies de Gyrodactylus nao foi um
fator limitante, sendo possivel realizar toda a etapa molecular. Os resultados
indicaram que o ISSR é uma boa alternativa para trabalhar com este grupo de
parasitos, sendo encontrada uma alta taxa de polimorfismo total dos quatro
iniciadores de ISSR (62%), possibilitando realizar analises populacionais e
genealdgicas dos espécimes de G. anisopharynx amostrados. O menor custo
em relacdo a outros marcadores, a boa reprodutibilidade, a abundancia de
regidbes de DNA-alvo (microssatélites) no genoma de organismos e a falta de
marcadores de microssatélites para girodactilideos sdo outros fatores que
tornam essa metodologia uma ferramenta a ser levada em consideragdao em
estudos futuros de analise molecular de Gyrodactlidae.

Os resultados da estatistica F indicaram uma baixa diferenciacao
genética entre as infrapopulagcdes amostradas (Fs; = 0,003). A hip6tese da
transmissdo continua de parasitos (Boeger et al. 2003, Bakke et al. 2007)
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aceita um fluxo constante de parasitos entre hospedeiros, o que pode explicar
a baixa diferenciacdo genética encontrada entre as infrapopulacdes de G.
anisopharynx, sugerindo um intenso fluxo génico entre as mesmas, tornando a
populacdo pouco heterogénea. A alta taxa de endocruzamento (Fis = 0,8) é
consistente com a hipétese nula, entretanto, nesse caso, se esperaria
encontrar também um alto valor de Fg demonstrando uma estruturacao
genética entre as infrapopulacées.

A andlise genealdgica formou apenas um grupo de irmandade direta
com dois individuos compartilhando ambos os pais, representando apenas 2%
do total de parasitos amostrados. Grupos formando relagdes de parentesco de
meia irmandade pelo compartilhamento de um dos pais foram formados com
82% (67) dos individuos amostrados. Isto indica um sistema poligamico com
intensa troca genética, e a copula é o tipo de reproducao predominante. O alto
namero de pais inferidos (94) é resultado de poligamia, sendo possivelmente
amplificado pela possibilidade de troca de hospedeiro.

Segundo Harris (1989), a cépula se torna mais prevalente a medida que
ocorre o crescimento da infrapopulacédo. Entretanto, os resultados indicaram a
ocorréncia de cépula prevalente mesmo em infrapopulagcdes de tamanho
reduzido. Como este estudo foi realizado com dados amostrais coletados do
ambiente de uma populacdo estabelecida de G. anisopharynx, as
infrapopulagcées amostradas poderiam receber, com a troca de hospedeiro, a
qualquer momento, novos individuos. Se estes individuos tiverem seu sistema
reprodutor masculino maduro, e aptos a realizar cépula, podem realizar um
aumento na ocorréncia da mesma. Como as conclusdes de Harris (1989) foram
baseadas em dados experimentais, esta possibilidade de incremento de
reproducdo sexuada pode nao ter sido contemplada. Em espécies de
Gyrodactylus a partenogénese parece ser predominante, e ja foi verificado que
a coOpula pode ocorrer em intensidades diferentes de acordo com a espécie
(Harris 1988, Harris 1993, Harris 1998). Gyrodactylus salaris realiza copula
mesmo com uma baixa densidade populacional de parasitos (Harris 1993), e G.
anisopharynx parece se comportar da mesma forma. Num estudo experimental
realizado com Gyrodactylus gasterostei, este parasito nao realizou reproducao
sexuada, levando o autor a considerar que condicées ambientais poderiam ser
o gatilho para ativar a cépula.
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Os resultados da andlise genealégica mostram que a partenogénese

ocorre nestes parasitos, como afirmado por outros autores (Harris 1993, Cable
e Harris 2002), mas como se tratam de dados obtidos de amostras coletadas
no ambiente nao é possivel afirmar se esta partenogénese ocorreu no primeiro
ou, somente a partir do segundo embrido. Cable e Harris 2002 sugerem 0 uso
de marcadores moleculares a fim de elucidar a origem do primeiro embrido.
O resultado da analise de reconstrucdo de carater ancestral mostrou que a
distribuicdo dos grupos de parasitos formados pela andlise cluster sobre os
hospedeiros amostrados é aleatéria. Entretanto, o valor estd bastante préximo
ao limite inferior da distribuicdo ao acaso, o que pode sugere que a associagao
hospedeiro-parasito ndo € totalmente determinada por eventos estocasticos
(transmisséo).

Na definicdo da distribuicdo dos grupos familiares por hospedeiros e dos
hospedeiros utilizados por cada grupo, os resultados das tabelas de frequéncia
geradas dao suporte as observacdoes de Boeger et al. (2003); treze, de
quatorze grupos de G. anisopharynx amostrados, estao distribuidos em mais
de um hospedeiro. Com exce¢ao do Grupo 14, todos 0s grupos com apenas
dois individuos tiveram seu maximo de dispersao possivel expresso, ocupando
dois hospedeiros. Todas as infrapopula¢des analisadas foram compostas por
individuos de diferentes grupos. A maior representatividade de grupos
apresentando IM = 1 (50%) e a baixa ocorréncia de grupos com IM = 2 (14%)
indica ndo haver tendéncia de individuos de um mesma grupo se agruparem
em um mesmo hospedeiro.

Todos os indices de dispersao calculados confirmaram que 0s grupos de
G. anisopharynx seguem um padrdo de distribuigdo aleatorio.

Por fim, os resultados apresentados indicam que copula, em G.
anisopharynx, ¢ o modo de reproducao prevalente no ambiente, mesmo em
densidades populacionais baixas. A alta ocorréncia de cdpula encontrada neste
estudo ndo condiz com dados experimentais encontrados na literatura,
entretanto, é levantada a questao se condicbes ambientais poderiam ser o
gatilho para ocorrer a reproducdo sexuada em espécies deste género. Para
testar estas consideragdes, uma analise genealégica de uma populacao
experimental de G. anisopharynx utilizando marcadores de ISSR pode verificar

se a cépula seria reduzida nestas condigbes, confirmando a hipétese do gatilho
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via fator ambiental. E neste mesmo experimento é possivel identificar o
primeiro embrido e, pela andlise genealdgica, verificar a sua origem, elucidando
uma grande pergunta na biologia reprodutiva deste grupo.

Os resultados também sugerem uma condicao intermediaria entre as
hipéteses nula e alternativa. Apesar de todas as andlises de dispersao
apresentarem resultados que indicam a distribuicdo aleatoria, a significancia
estatistica marginal do teste realizado com a otimizagdo de hospedeiros sobre
o cluster genético e dos valores da estatisticas (Fjs) sugerem que existe de fato
um acumulo de animais geneticamente préximos sobre hospedeiros
especificos. Evidentemente, esse é o resultado esperado considerando o tipo
de reproducao (viviparidade) de G. anysopharynx. Recém nascidos devem
permanecer por algum tempo sobre o mesmo hospedeiro de seu verme
progenitor antes de mudar de hospedeiro. Assim, encontrar, em um
determinado momento, animais genealogicamente proximos em uma unica
infrapopulacdo é um evento deterministico e esperado. A transmissdo para
outros hospedeiros, todavia, € um evento estocastico, o que reduz a
probabilidade de encontrar animais geneticamente préximos em um mesmo
hospedeiro.

Fica evidente, portanto, que a troca continua de hospedeiros
(transmissdo continua) é um processo comum em G. anisopharynx e,
provavelmente, em todas as espécies do clado de girodactilideos viviparos.
Esse processo continuo influencia diretamente a composicéo e a distribuicao
genética da populacédo e de infrapopulacdes. O padrao de transmissao entre
hospedeiros detectado nesse estudo é consistente com os pressupostos que
fundamentam a hipotese de diversificacdo de girodactilideos viviparos de
Boeger et al. (2003). Conforme esses autores e Boeger et al. (2005), a
transmissdo continua, combinada com a hiperviviparidade, representam
inovacdes chave que favorecem a diversificacdo das espécies viviparas da
familia aumentando a probabilidade de contato e maximizando o sucesso de
colonizacdo de novos hospedeiros em processos de troca de hospedeiros
(“Host switch”).

Até o momento, as evidéncias que sugerem a troca de hospedeiro em
Gyrodactilus eram apenas circunstanciais e, com este estudo, fica explicito que

€ um processo comum em G. anisopharynx.
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