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RESUMO 

 

O entendimento de processos envolvidos na especiação e diversificação de 
parasitos tem sido um dos principais assuntos dentro da biologia evolutiva. Os 
Monogenoidea, um grupo de ectoparasitos de peixes marinhos e de água doce, 
parecem ser um modelo apropriado para estudar os processos da 
diversificação de parasitos, principalmente por sua alta riqueza de espécies e 
diversidade morfológica e ecológica. Gyrodactylidae é uma família de 
Monogenoidea com ciclo de vida monoxênico, transmissão contínua e uma alta 
diversidade de espécies, principalmente Gyrodactylus. Estudos com espécies 
desse gênero têm permitido uma melhor compreensão sobre como o 
comportamento da dinâmica de transmissão do grupo influencia processos de 
especiação adaptativa e acredita-se que essa capacidade está associada a 
características da biologia dessas espécies, tais como: a perda da gota adesiva 
do ovo, a hiperviviparidade e a transmissão contínua. Estudos têm testado 
hipóteses, com auxílio de marcadores moleculares de DNA mitocondrial, sobre 
eventos de radiação adaptativa por troca de hospedeiro e especiação em 
Gyrodactylus. Os marcadores dominantes ISSR (“Inter-Simple Sequence 
Repeats”) representam uma das ferramentas promissoras em estudos de 
genética de populações. O genoma de cada organismo é determinado pelo 
padrão de bandas observado através de eletroforese em gel de agarose. 
Pouco se conhece sobre processos de especiação adaptativa em 
Dactylogyridae, uma família de Monogenoidea que ocorre principalmente em 
brânquias de peixes marinhos e de água doce e com transmissão limitada a 
fase larval livre natante. Este estudo testou as hipóteses: (i) a transmissão 
limitada à fase larval não favorece o processo de adaptação divergente de 
Dactylogyridae; (ii) a transmissão limitada à fase larval promove o processo de 
adaptação divergente de Dactylogyridae. Para isso, marcadores de mtDNA 
(COI) e marcadores ISSR foram utilizados para testar as hipóteses acima 
usando como modelo uma espécie de parasito de brânquia que compartilha 
dois hospedeiros sintópicos, Characidium pterostictum e Characidium lanei,  
coletados no Rio Marumbi em Morretes, Paraná, Brasil. Os dados ecológicos e 
moleculares sugerem que a espécie de parasito, alvo deste estudo, mostra 
maior afinidade pela espécie hospedeira C. pterostictum e que a presença do 
Gênero novo sp.n. sobre C. lanei é provavelmente fortuita. A análise dos dados 
moleculares mostram que Gênero novo sp.n. não apresenta nenhuma 
evidência de possuir linhagens genéticas especializadas para cada uma das 
espécies hospedeiras como foi observado em Gyrodactylidae. As análises de 
coespeciação, rede de haplótipos, sinal filogenético e reconstrução de caráter 
ancestral de dados de ISSR mostram que não existem evidências de 
especialização de haplótipos de parasitos por haplótipos de peixes. Assim, 
padrões na estruturação de parasitos Gyrodactylidae e Dactylogyridae, e os 
processos que levaram a esse fim, diferem de forma significativa. A 
transmissão contínua parece representar uma inovação chave dos 
girodactilídeos vivíparos e é suportada pelos dados deste estudo. A maior 
especificidade do Gênero novo. sp.n. por C. pterostictum pode ser 
consequência de um vínculo histórico maior desse parasito por esse 
hospedeiro. Enquanto que a baixa especificidade por C. lanei pode ser devido 
à origem do parasito em C. pterostictum por eventos de coespeciação ou de 



 

especiação seguida por troca de hospedeiro. As flutuações demográficas dos 
parasitos e hospedeiros estão associadas com períodos glaciais e interglaciais 
entre o final do Pleistoceno e parte do Holoceno (entre 5,000–250,000 anos 
atrás), também observadas em espécies de Gyrodactylus e hospedeiros 
Scleromystax coletados em bacias do litoral paranaense. Esse padrão é 
diferente daquele observado para espécies de Gyrodactylus coletadas em rios 
do primeiro planalto, as quais não apresentam gargalos populacionais na sua 
história. Essa diferença evidencia a influência da história geológica sobre a 
diversificação genética e adaptação parasito-hospedeiro nessas bacias. 
 

Palavras-chave: Dactylogyridae. Especiação sintópica. Adaptação. COI. ISSR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

The understanding of processes involved in the speciation and diversification of 
parasites is one of the main issues of studies in evolutionary biology. The 
Monogenoidea is a group of ectoparasites of marine and freshwater fish that 
seems to be an appropriate model to study parasite diversification processes, 
especially due its high species richness, morphological, and ecological 
diversity. Gyrodactylidae is a family of Monogenoidea with monoxenic life cycle, 
transmission accomplished by preadults/adults, and a high species 
diversity, mainly within Gyrodactylus. Studies on this genus allowed a 
better understanding about how transmission dynamics have influences on 
the group and its speciation processes. It is believed that this capacity is 
linked to the diversification of this family, such as the loss of adhesive egg, 
the hiperviviparity and preadult/adult transmission. Studies tested hypotheses 
about events of adaptive radiation by host switch and speciation in 
Gyrodactylus using molecular markers such as mitochondrial DNA. Inter-Simple 
Sequence Repeats markers represent one of the most promising tools for 
population genetics studies. They are dominant markers and each organism is 
genotyped by the pattern of bands observed in the agarose gel electrophoresis. 
On the other hand, little is known about the processes of adaptive speciation in 
Dactylogyridae, a family of Monogenoidea that occurs mainly in the gills of 
marine and freshwater fish.  Species of this family transmit between hosts by 
the free swimming larval stage, in a single event in its life time. This study 
tested the following hypothesis: (i) the transmission limited to larval stage do 
not promote divergent lineages related to each host species (ii) 
the transmission limited to the larval stage promotes divergent lineages related 
to each host species. To test the existence of specific lineages, mtDNA (COI) 
and ISSR markers were used to test above hypotheses using a parasite 
species found on the gills of two syntopic hosts species, 
Characidium pterostictum and Characidium lanei from the Marumbi river, 
located in Morretes, Paraná, Brazil. The ecological and molecular data suggest 
that the parasite species studied here shows a higher affinity for the host 
species C. pterostictum and the presence of the Gen. nov. sp.n. on C. lanei is 
probably fortuitous. The molecular analysis of the data reveals that the 
Gen. nov. sp.n. shows no evidence of genetic specialized lineages for each 
host species, as observed in Gyrodactylidae. Analyzes of cospeciation, 
haplotype network, phylogenetic signal, and reconstruction of ancestral 
character based on ISSR data show that there is no evidence of specialization 
of haplotypes of parasites per fish haplotype. Thus, both population structure 
and the leading processes differ significantly 
among Gyrodactylidae and Dactylogyridae. The preadult/adult transmission 
seems to represent a key innovation of viviparous Gyrodactylidae and is 
supported by this study. The higher affinity of the Gen. nov. sp.n. for 
C. pterostictum could be the result of a greater affinity associated 
to cospeciation events or speciation followed by host switch 
(coadaptation). Demographic fluctuations of parasites and hosts are 
associated with glacial and interglacial periods between the end of the 
Pleistocene and Holocene (from 5.000 to 250.000 years ago) what were also 
observed in Gyrodactylus species and their hosts Scleromystax spp. Collected 



 

from basins of the Paraná coast. This pattern is different from that observed for 
Gyrodactylus species collected in the first plateau rivers that do not 
present population bottlenecks in their history. Such difference shows how 
geological history could influence genetic diversification and adaptation in host-
parasite in these basins. 

 

Key-words: Dactylogyridae. Syntopic speciation. Adaptation. COI. ISSR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A procura por padrões para compreender os processos de especiação e 

diversificação dos parasitos tem sido um dos principais assuntos dentro da 

biologia evolutiva (BROOKS E MCLENNAN, 1993). Estudos recentes trazem a 

genética de populações de parasitos como abordagem para inferir aspectos da 

história, transmissão e coevolução dessas populações (e.g. ARCHIE E 

EZENWA, 2011; BUENO-SILVA et al., 2011; CRISCIONE, 2008; CRISCIONE 

et al., 2010). Estudos sobre a estruturação genética e dinâmica das populações 

podem ser úteis para entender tanto os processos evolutivos bem como 

ecológicos de parasitos (NADLER, 1995; CRISCIONE et al., 2005; BARRETT 

et al., 2008; ARCHIE et al., 2009). 

Os Monogenoidea, um grupo de ectoparasitos de peixes marinhos e de 

água doce, vivem predominantemente nas brânquias e superfície corporal de 

seus hospedeiros.  Espécies desse grupo parecem ser um modelo apropriado 

para estudar os processos da diversificação de parasitos, principalmente por 

sua alta riqueza de espécies e diversidades morfológica e ecológica (POULIN, 

2002). Brooks e McLennan (1993) discutem que a maioria dos membros dessa 

classe, por possuírem ciclo de vida direto e capacidade de colonizar 

hospedeiros a partir de um único indivíduo, são o grupo de parasitos que 

exibem maior proporção de espécies hospedeiro-específicas e que muitas 

dessas espécies evoluíram, não como resultado de coespeciação, mas como 

resultado da troca de hospedeiros.  

Gyrodactylidae van Beneden et Hesse, 1863 é uma família de 

Monogenoidea com uma alta diversidade de espécies. Possuem ciclo de vida 

monoxênico e, ao contrário da maioria das espécies de Monogenoidea que 

possuem larva ciliada livre natante (oncomiracídio) em seus ciclos de vida, a 

transmissão se dá através do estágio pré-adulto/adulto (contínua) (BOEGER et 

al., 2003). Atualmente, essa família é representada por espécies ovíparas e 

vivíparas. O clado vivíparo conta com pouco mais de 400 espécies (BAKKE et 

al., 2007), sendo a maioria pertencente a Gyrodactylus von Nordmann, 1832. 

 Recentemente, estudos com espécies de Gyrodactylus têm permitido 

uma melhor compreensão sobre como o comportamento da dinâmica de 

transmissão do grupo influencia processos de especiação adaptativa 
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(BOEGER et al., 2003, 2005; BUENO-SILVA et al., 2011). Espécies de 

Gyrodactylus são encontradas em todo o mundo e podem representar pragas 

de peixes tanto no ambiente natural quanto em cativeiro (RICHARDS E 

CHUBB, 1996; SOLENG et al., 1999; LÓPEZ, 1999; POPAZOGLO E 

BOEGER, 2000; STOLZE E BUCHMANN, 2001; ZIĘTARA E LUMME, 2002; 

MEINILÄ et al., 2004). A maioria das espécies de Gyrodactylus ocorre apenas 

em uma espécie de hospedeiro, porém algumas têm a capacidade de parasitar 

e realizar troca entre hospedeiros simpátricos, mesmo durante a fase adulta 

(BAKKE et al., 2002, 2007). De acordo com Boeger et al. (2003), os 

Gyrodactylidae vivíparos apresentam alta taxa de diversificação devido à sua 

capacidade de realizar trocas de hospedeiro de maneira contínua ao longo da 

vida adulta. A alta diversificação parece, ainda, associada a outras 

características da biologia dessas espécies, tais como a hiperviviparidade e a 

capacidade de reproduzir por partenogênese. 

Alguns autores têm testado hipóteses com auxílio de marcadores 

moleculares de DNA mitocondrial (mtDNA) sobre eventos de radiação 

adaptativa por troca de hospedeiro e especiação em Gyrodactylus (ZIETARA E 

LUMME, 2002; HANSEN et al., 2003; MEINILÄ et al., 2004; BUENO-SILVA et 

al., 2011). O emprego de mtDNA nessas análises se deve ao fato dessa 

molécula apresentar extenso polimorfismo intraespecífico e evoluir mais rápido 

que o DNA nuclear (AVISE, 2000). Recentemente, Hansen et al. (2003) e 

Meinilä et al. (2002, 2004) mostraram que Gyrodactylus spp. exibem variações 

inter- e intra-específicas significativas no gene mitocondrial citocromo oxidase I 

(COI), que se revelou ideal para estudos de dinâmica populacional. Esses 

estudos têm mostrado que o DNA mitocondrial desses animais é altamente 

variável. Estima-se que a taxa de substituição nucleotídica em Gyrodactylus 

spp. seja de 13,7% a 20,3% por milhão de anos (MEINILÄ et al., 2004). 

Ocasionalmente, oligonucleotídeos iniciadores falham na amplificação de 

fragmentos de genes do mtDNA, provavelmente pela ocorrência de sítios 

crípticos variáveis na região de anelamento.  Embora um par de iniciadores 

possa ser usado em mais de uma espécie de Gyrodactylus, esses não podem 

ser considerados universais, visto que a alta variabilidade nucleotídica do DNA 

mitocondrial do gênero torna a amplificação de fragmentos fortuito (MEINILÄ et 

al., 2002).   
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Atualmente, vários estudos utilizam regiões repetitivas do DNA 

conhecidas como microssatélites para investigar estruturação genética de 

populações, abordando questões específicas em biologia evolutiva e de 

conservação (BALLOUX E LUGON-MOULIN, 2002). Por ser um marcador que 

requer conhecimento prévio das regiões a serem amplificadas, ainda não há 

microssatélites desenvolvidos para muitos organismos; este é o caso dos 

Monogenoidea.  

Os marcadores dominantes ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) 

representam uma das ferramentas promissoras em estudos de genética de 

populações (BEHURA, 2006). O método consiste em ciclos de reações em 

cadeia da polimerase do DNA, utilizando iniciadores com sequências simples 

de di- ou trinucleotídeos (ZIETKIEWICZ et al. 1994) que anelam nas regiões 

repetitivas e amplificam os fragmentos localizados entre essas regiões, 

permitindo a detecção de polimorfismos individuais. O perfil genético de cada 

organismo é determinado pelo padrão de bandas de DNA observado através 

de eletroforese. 

Os ISSR’s têm sido muito usados para estudos botânicos, mas seu uso 

em análises de estruturação de populações animais vem crescendo e sendo 

aplicado a diferentes táxons. Com Platyhelminthes, o estudo mais recente foi 

desenvolvido por Casu et al. (2011) em uma análise filogeográfica com 

Monocelis lineata utilizando marcadores Citocromo Oxidase I e ISSR. Os 

autores mostraram que COI não exibe um padrão claro da diversidade genética 

das populações analisadas, enquanto que os dados de ISSR revelaram duas 

áreas geneticamente diferentes, evidenciando divergência entre as populações. 

Recentemente, o primeiro estudo utilizando ISSR para indivíduos da classe 

Monogenoidea foi realizado por Oliveira (2011) em um sistema composto por 

um girodactílideo vivíparo (Gyrodactylus anisopharynx) e seus hospedeiros 

Corydoras ehrhardtie Corydoras paleatus,visando estabelecer hipóteses de 

relacionamentos genealógicos entre esses parasitos com base em sua 

distribuição entre os hospedeiros. 

Pouco se conhece sobre processos de especiação não adaptativos em 

Dactylogyridae Bychowsky, 1933.  Ao contrário de Gyrodactylidae, 

dactilogirídeos ocorrem principalmente em brânquias de peixes marinhos e de 

água doce (e.g. KRITSKY et al., 1997, 1998; CÓRDOVA, 2008; MIZELLE et al., 
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1968) e produzem ovos, dos quais eclodem larvas ciliadas que nadam 

ativamente em busca de seus hospedeiros. Além da ocorrência de estágio 

larval no ciclo (oncomiracídio), esses parasitos tem sua transmissão limitada a 

essa fase da vida (BOEGER et al., 2003). O processo de troca de hospedeiros 

parece ser fundamentalmente mais limitado do que o observado em 

Gyrodactylidae, que possui transmissão contínua sem a presença de estágio 

larval. 

Lamellodiscus Johnston e Tiegs 1922, um gênero de Diplectanidae que 

possuí características muito semelhantes à Dactylogyridae (e.g. ciclo de vida), 

parasitam peixes Sparidae (Teleostei) na região do Mediterrâneo. Esse sistema 

parasito-hospedeiro tem sido bastante estudado (e.g. DESDEVISES et al., 

2002a; DESDEVISES et al., 2002b; MLADINEO E MARSIC-LUCIC, 2007; 

CHAOUCH et al., 2008; POISOT E DESDEVISES, 2009) e é caracterizado por 

apresentar um número grande de espécies de parasitos e hospedeiros vivendo 

em simpatria (WHITEHEAD et al., 1986). Desdevises et al. (2002b) mostram 

que as filogenias comparadas dessas espécies não são congruentes e que 

quase nenhum evento de coespeciação parece ter ocorrido. Os autores 

observaram que hospedeiros que possuem relacionamento ecológico, e não 

filogenético, apresentam uma ou várias espécies de parasitos em comum, 

enquanto que espécies solitárias são menos parasitadas do que espécies que 

vivem em grupos, sugerindo que a escolha por hospedeiros e subsequente 

especialização desses parasitos se dá pela oportunidade de colonização. 

Poisot e Desdevises (2009), buscando entender processos 

microevolutivos de espécies de Lamellodiscus, observaram a coexistência de 

duas populações de Lamellodiscus elegans em populações de Diplodus sargos 

e,através de análises morfométricas, sugeriram a ocorrência de um evento de 

especiação intra-hospedeiro em curso. Eles sugerem que espécies de 

Lamellodiscus generalistas são submetidas à especialização em seus 

diferentes hospedeiros, o que pode levar à especiação. 

Estudando um Gyrodactylidae, Bueno-Silva et al. (2011) também 

observaram a coexistência de duas populações de Gyrodactylus corydori em 

duas espécies sintópicas de Corydoras.  Através do uso do marcador 

mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI) e de análise morfométrica dos ganchos 

e âncoras do aparato de fixação (háptor), os autores mostraram a existência de 
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dois clados geneticamente estruturados que correspondem aos dois 

hospedeiros compartilhados, evidenciando um processo de especiação 

incipiente,coma formação de linhagens de parasitos adaptadas aos seus 

respectivos hospedeiros. Os autores sugerem que esse fenômeno deve ser 

comum em espécies de Gyrodactylidae, visto que a habilidade de troca 

contínua de hospedeiros desses parasitos permite a “escolha” por hospedeiros 

mais adequados. Uma das conclusões do estudo é que o papel da transmissão 

contínua, como característica chave da adaptação a espécies simpátricas de 

hospedeiros, será melhor compreendida quando comparada com estudos 

aplicados em espécies de Monogenoidea que são transmitidas apenas durante 

a fase larval. O presente estudo, portanto, foi desenvolvido com o objetivo de 

tornar possível esse contraste. 

Com base nos estudos sobre processos microevolutivos de uma espécie 

de Gyrodactylus em espécies sintópicas de Corydoras (BUENO-SILVA et al., 

2011; BOEGER et al., 2005) e nas diferenças do processo de transmissão 

entre parasitos dessa família e de Dactylogyridae, levantou-se duas 

hipóteses/previsões sobre esses processos em uma espécie de dactilogirídeo 

que compartilha um par de espécies irmãs de hospedeiros sintópicos.  As 

hipóteses são as seguintes: 

1. A transmissão limitada à fase larval de oncomiracídio não favorece o 

processo de adaptação divergente de Dactylogyridae em hospedeiros 

compatíveis sintópicos e o parasito estudado utiliza as espécies de 

hospedeiros de forma indiscriminada. 

2. A transmissão limitada à fase larval de oncomiracídio promove o 

processo de adaptação divergente de Dactylogyridae em hospedeiros 

compatíveis sintópicos e o parasito estudado apresenta linhagens 

genéticas com maior associação com cada uma das espécies de 

hospedeiros.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

Os peixes hospedeiros, Characidium pterostictum Gomes, 1947 e 

Characidium lanei Travassos, 1967, foram coletados por meio de pesca elétrica 

e puçá no rio Marumbi (25º30’54”S, 48º52’03”W), município de Morretes, 

Paraná, em Março e Agosto de 2010, e Abril e Maio de 2011. Os animais foram 

sacrificados e colocados em um saco plástico com água aquecida à 60ºC o 

qual foi agitado vigorosamente. Parte da amostra foi separada em outro saco 

plástico e fixada em formalina 5% para posterior estudo morfológico dos 

parasitos. A outra parte, contendo o peixe, foi fixada em álcool etílico (92 ºGL) 

com parasitos destinados à extração de material genético. Os peixes foram 

levados ao laboratório para remoção e fixação das brânquias em álcool etílico 

(92 ºGL), coleta de tecido para extração de DNA e posterior identificação pelo 

Dr. Vinícius Abilhoa do Museu de História Natural do Capão da Imbuia 

localizado no bairro Capão da Imbuia, em Curitiba, Paraná. Os parasitos foram 

recuperados através da triagem das brânquias com o auxílio de um 

estereomicroscópio. 

 

2.2 PROCEDIMENTOS MOLECULARES 

2.2.1 Hospedeiros 

O DNA total dos hospedeiros foi extraído usando kit de extração EZ-DNA 

(Biosystems) seguindo o protocolo do fabricante.O fragmento do DNA 

mitocondrial Citocromo Oxidase B (CytB) foi amplificado com o auxílio de dois 

pares de oligonucleotídeos iniciadores:GLUDG.L (5’-

TGACCTRAACCAYCGTTG-3’) (PALUMBI, 1996) e H16460 (5’-

CGAYCTTCGGATTACAAGACCG-3’) (PERDICES E DOADRIO, 2001). A 

reação de PCR foi preparada com 2 µl de extrato de DNA, 1,5 µl de MgCl2 

(50mM), 2,5µl de PCR-Buffer (10X), 0,5 µl de cada iniciador (50 pmol), 0,4 µl 

de dNTP (25mM), 1 U Taq Polimerase (Invitrogen) e água bidestilada até 

completar volume final de 25 µl. O programa da PCR foi o seguinte: uma 

desnaturação inicial a 94º C por 4 min., seguidos de 35 ciclos de 94º C por 

45seg., anelamento a 55º C por 45 seg., extensão a 72º C por 45 seg., e 
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extensão final a 72º C por 5 min. O produto de PCR foi visualizado em gel de 

agarose 1,5% corado com Gel Red (BioTium), e purificado com o kit comercial 

Amicon Ultra ® 30kDa (Millipore). Os produtos de PCR purificados foram 

sequenciados em um seqüenciador automático ABI 3130 (Applied Biosystems) 

usando o protocolo indicado para o equipamento. 

Sequências foram alinhadas com o programa MUSCLE (EDGAR, 2004) 

usando a interface do programa Geneious Pro 5.4.5. (DRUMMOND, 2011). As 

seqüências alinhadas foram comparadas com outras sequências do banco de 

dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar suas identidades 

utilizando a ferramenta BLASTn.  

 

2.2.2 Parasitos 

O DNA total dos parasitos foi extraído com solução de lise WLB (Worm 

Buffer Lysis; WILLIAMS et al., 1994). No momento da extração, alguns 

indivíduos escolhidos aleatoriamente tiveram seu háptor ou sua região anterior 

separada sob lupa para montagem de lâmina permanente em meio de Hoyer 

(HUMASON, 1979) para posterior identificação. 

Os extratos foram submetidos a Reações em Cadeia da Polimerase 

(PCR), nas quais os oligonucleotídeos iniciadores para o fragmento Citocromo 

Oxidase I do DNA mitocondrial  COIf2_Marumb (5’-

TATGGTGTTGGGTAATGTGGA-3’) e COIr2_Marumb (5’-

GAAAATACCTTAACACCCGT-3’) e COIf4_Marumb (5’-

TGAACRATGTATCCTCCHTTG-3’) e COIr4_Marumb (5’-

AACCCAAACAAACAATAGC-3’) desenhados para este estudo, foram 

utilizados. A solução de PCR foi preparada com 4 µl de extrato de DNA, 1,5 µl 

de MgCl2 (50mM), 2,5µl de PCR-Buffer (10X), 0,3 µl de cada iniciador (50 

pmol), 0,4 µl de dNTP (25mM), 0,3 µlde Platinum Taq DNA-polimerase 

(Invitrogen) e água bidestilada até completar volume final de 25 µl. O programa 

de PCR se deu a partir de uma desnaturação inicial a 95º C por 5 min., 

seguidos de 40 ciclos de 94º C por 30 seg., anelamento a 54º C por 45 seg., 

extensão a 72º C por 45 seg., e extensão final a 74o C por 4 min. O produto de 

PCR foi visualizado em gel de agarose 1,5% corado com Gel Red (BioTium) e 

purificado com o kit comercialMinelute (Qiagen). Os produtos de PCR 
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purificados foram sequenciados em um sequenciador automático ABI 3130 

(Applied Biosystems) usando o protocolo indicado para o equipamento. 

Sequências foram alinhadas com o programa MUSCLE (EDGAR, 2004) 

usando a interface do programa Geneious Pro 5.4.5. (DRUMMOND, 2011). As 

seqüências alinhadas foram comparadas com outras sequências do banco de 

dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar suas identidades 

utilizando a ferramenta BLASTn.  

Para a amplificação das regiões entre microssatélites (“Inter-Simple 

Sequence Repeats”) (ISSR), um conjunto de oligonucleotídeos iniciadores 

(WOLFE et al. 1998) foi usado, inicialmente, para testar a eficiência de 

amplificação de DNA das amostras (Tabela 1). Os iniciadores escolhidos foram 

ISSR7 e 17899, pois estes apresentaram maior polimorfismo individual e 

amplificação de fragmentos a partir de 0,8 uL de extrato de DNA a 10 ng/uL.  

 

TABELA 1 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados no teste de eficiência de 

amplificação de DNA dos parasitos. 

Iniciador Sequências 

ISSR 2 5’ CACACACACACACAYG 3’ 

ISSR 3 5’ GAGAGAGAGAGAGARG 3’ 

ISSR 7 5’ CACCACCACCACRC 3’ 

ISSR 8 5’ GTGGTGGTGGTGRC 3’  

ISSR 9 5’ CTCTCTCTCTCTCTCTRA 3’ 

ISSR 11 5’ CTCCTCCTCCTCRC 3’ 

ISSR 15 5’ AGAGAGAGAGAGAGAGT 3’ 

17899 5’ CACACACACACAARG 3’ 

814 5’ CTCTCTCTCTCTCTCTTG 3’ 

 

 As soluções de PCR-ISSR foram preparadas com 0,8µl de extrato de 

DNA, 1,2µl de MgCl2 (50mM), 1,5 µl de PCR-Buffer (10X), 0,18 µl de iniciador 

(50 pmol), 0,24 µl de dNTP (25mM), 0,18 µlde Platinum Taq DNA-polimerase 

(Invitrogen) e água bidestilada até completar volume final de 15 µl. As 

condições da reação para a amplificação foram: desnaturação inicial a 94 ºC 

por 1,5 min.; 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 45 s; anelamento à 

temperatura específica para cada iniciador (50ºC para ISSR7 e 52ºC para 
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17899) por 45 s; extensão a 72 ºC por 1,5 min. e extensão final a 72 ºC por 3 

min. A definição das bandas resultantes foi realizada através de eletroforese de 

10μl do produto da PCR em gel de agarose 2% usando TBE (1X) a 80V por 6 

horas. As bandas foram coradas por 40 min. em Gel Red (BioTium) e 

visualizadas sob luz UV. As imagens foram registradas com o auxílio do 

equipamento de foto documentação Vilber-Lourmat. 

O padrão de banda de cada indivíduo foi definido a partir das imagens 

obtidas dos géis usando o programa Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics). 

O tamanho dos fragmentos obtidos foi determinado pela comparação 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, gerando para cada indivíduo e iniciadores utilizados, 

uma matriz binária de presença (1) e ausência (0).  

 

2.3   ABUNDÂNCIA, PREVALÊNCIA E INTENSIDADE MÉDIA 

 De acordo com Bush et al. (1997) a abundância representa o número de 

parasitos observados sobre o total de peixes amostrados; prevalência é a 

proporção de peixes infectados; intensidade de parasitismo é o número total de 

parasitos de cada espécie dividido pelo número de hospedeiros. 

 

2.4  ANÁLISE FILOGENÉTICA 

O modelo mais adequado de evolução molecular e nucleotídeos 

(TPM3uf+G para CytB dos hospedeiros e HKY+G para COI dos parasitos) foi 

obtido através do programa jModelTest 1.1 (POSADA, 2008).  O 

relacionamento filogenético foi inferido pelo programa Mr. Bayes 3.1.2 

implementado no portal CIPRES (MILLER et al., 2010). Os critérios da análise 

bayesiana foram: modelo molecular com 2 tipos de substituição para os 

parasitos e 6 tipos de substituição para os hospedeiros, e sítios variáveis com 

distribuição gama, estimado para 10.000.000 de gerações. 

Para a reconstrução do relacionamento filogenético das espécies de 

hospedeiros amostradas neste estudo, sequências de outras espécies de 

Characidium disponíveis no GenBank (C. laterale Boulenger, 1895 - 
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HQ289685.1; C. vidali Travassos, 1967 – AY791388.1; C. fasciatum Reinhardt, 

1867 – AY791380.1; e C. pterostictum – HQ289573.1) foram utilizadas 

juntamente com as sequências produzidas neste trabalho em uma análise 

Bayesiana, cujo grupo externo foi Crenuchus spilurus Günther, 1863 – 

HQ289664.1. O modelo mais adequado de evolução molecular dos 

nucleotídeos (A, C, T e G) foi HKY e os critérios da análise no programa Mr. 

Bayes foram: modelo molecular com 6 tipos de substituição e sítios variáveis 

com distribuição gama, estimado para 10.000.000 de gerações. 

O total de sequências obtidas para C. pterostictum (25) e C. lanei (15) foi 

submetido a uma análise no programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005) 

para determinar o número de haplótipos. O relacionamento filogenético desses 

haplótipos foi obtido por inferências Bayesiana no programa Mr.Bayes 

implementado no portal CIPRES. Melanocharacidium sp. - AY791439.1 foi 

usada como grupo externo. 

 As sequências dos parasitos também foram submetidas a uma análise 

Bayesiana sob os mesmos parâmetros descritos acima e o grupo externo 

utilizado foi Haliotrema aurigae Yamaguti, 1968 (EU008819.1) disponível no 

GenBank.  

Para os dados de ISSR, uma análise de cluster foi utilizada para agrupar 

indivíduos geneticamente semelhantes. Um dendograma de cluster foi 

construído pelo programa PAST 2.09 (HAMMER et al. 2001) utilizando o índice 

de Jaccard e o algoritmo UPGMA (“unweighted pair group method with 

arithmetic mean”). O suporte de ramo foi obtido pelo método de “bootstrap” 

com 1.000 repetições. O dendograma obtido através do programa PAST foi 

submetido ao programa Mesquite 2.6 (MADDISON E MADDISON, 2009) para 

analisar de que maneira os parasitos estão distribuídos na topologia do 

dendrograma através da “reconstrução de caráter ancestral” usando o critério 

de parcimônia (MADDISON, 1995). O método consiste em otimizar a topologia 

obtida no programa PAST através de uma distribuição ao acaso obtida através 

da aleatorização dos caracteres (haplótipos de hospedeiros) 1000 vezes sobre 

esta topologia.  Se o número de passos evolutivos observado na otimização 

dos dados obtidos não for significativamente (p > 0,05) diferente do número de 

eventos obtidos ao acaso, a hipótese de que a população encontra-se 

distribuída aleatoriamente é aceita. Por outro lado, se o número de passos 
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evolutivos for significativamente diferente da média observada na distribuição, 

a ocorrência desta espécie de parasito entre os haplótipos de hospedeiros não 

é considerada casual. 

 

2.5  ANÁLISE DE COESPECIAÇÃO 

 A análise de coespeciação foi realizada com o auxílio do programa 

TreeMap 1.0 (PAGE, 1994). Essa análise consiste na reconciliação das 

filogenias dos hospedeiros e parasitos, que foram obtidas por inferência 

Bayesiana, considerando quatro tipos de eventos: coespeciação, troca de 

hospedeiros, duplicação ou especiação intra-hospedeiro e extinção da 

linhagem parasita. Utilizando o critério de parcimônia, o programa tenta explicar 

as diferenças entre as duas filogenias postulando o menor número possível de 

eventos. Um teste de aleatorização (n=1000) foi realizado para avaliar o 

número de eventos necessários para compatibilizar as duas filogenias é 

significativamente diferente do que seria o esperado em uma distribuição ao 

acaso. 

 Para essa análise, foram avaliadas as relações entre (i) análise 

Bayesiana dos haplótipos dos hospedeiros e a análise Bayesiana do fragmento 

COI dos parasitos; (ii) análise Bayesiana dos haplótipos dos hospedeiros e o 

dendrograma de cluster obtido a partir dos dados de ISSR dos parasitos.  

 

2.6  REDE DE HAPLÓTIPOS E ANÁLISE DE SINAL FILOGENÉTICO 

Para avaliar as relações evolutivas entre haplótipos de hospedeiros e  

parasitos, foram construídas redes de haplótipos com o auxílio do programa 

TCS 1.2.1 (CLEMENT et al., 2000). Com o intuito de entender a distribuição 

dos haplótipos de parasitos entre os haplótipos de hospedeiros, as frequências 

dos haplótipos de parasitos, em cada haplótipo de hospedeiro, foram indicadas 

e graficamente plotadas. Uma regressão linear foi aplicada para excluir os 

efeitos de abundância dos haplótipos.  

Para testar a significância das relações visualizadas na rede de 

haplótipos dos hospedeiros, foi realizada uma análise de sinal filogenético 

implementada na função phylosignal do pacote picante (KEMBEL  et al., 2010) 

no  ambiente R (http://www.r-project.org/). A análise de sinal filogenético é uma 
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medida quantitativa do grau no qual a filogenia prevê similaridades ecológicas 

entre as espécies. A estatística K é uma medida do sinal filogenético que 

compara o sinal observado de uma característica com o sinal esperado pelo 

modelo Browniano de evolução de características em uma filogenia 

(BLOMBERG et al., 2003). Os valores de K próximos a 1 correspondem a um 

processo de movimento Browniano, que indica algum grau de sinal filogenético 

ou conservação da característica entre grupos filogeneticamente próximos. 

Valores de K próximos a 0 correspondem a um padrão de evolução aleatória; já 

valores maiores do que 1 indicam forte sinal filogenético. A significância 

estatística (p) de K pode ser avaliada comparando o padrão observado com um 

modelo nulo, no qual os terminais da árvore são aleatorizados (KEMBEL, 

2010). Para este estudo utilizou-se a filogenia dos parasitos gerada pela 

análise Bayesiana das sequências de COI e a característica, cujo sinal 

filogenético foi avaliado, foi o haplótipo do hospedeiro em que cada parasito foi 

encontrado. 

 

2.7 RECONSTRUÇÃO DA HISTÓRIA DEMOGRÁFICA  

 

Os modelos de evolução molecular sugeridos pelo programa jModelTest 

1.1 para CytB dos hospedeiros e COI dos parasitos também foram usados na 

análise de reconstrução da história demográfica dessas populações. O 

relacionamento filogenético baseado nessas sequências foi inferido por análise 

Bayesiana implementada no programa BEAST 1.7. Valores de probabilidade 

posterior foram estimados com dados não particionados, quatro corridas 

independentes com 10,000,000 de gerações, amostragem a cada 1,000 

árvores, “burn-in” de 1,000 árvores e frequência de bases estimada. Os grupos 

externos foram Melanocharacidium sp. para os hospedeiros e H.aurigae para 

os parasitos. 

Para os hospedeiros, a taxa evolutiva de CytB utilizada foi de 0,8% por 

milhões de anos estimada por Ornelas-García et al. (2008) para Astyanax da 

Mesoamérica, enquanto que para os parasitos a taxa utilizada foi 4% por Ma, 

estimada por Glennon et al. (2008) para CytB de Calicotyle na Austrália.  Essas 

taxas foram usadas para inferir as datas de divergência de clados de espécies 
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com base em um modelo de relógio molecular fixo implementado no programa 

BEAST 1.7. A história demográfica das populações foi inferida por coalescência 

Bayesiana (“Bayesian skyline plots”) utilizando os programas BEAST 1.7 e 

Tracer 1.5. A possível ocorrência de mudanças na história demográfica das 

populações de hospedeiros e parasitos foi também avaliada pela análise das 

diferenças pareadas (mismatch distribution) através do programa DnaSP 5.0 

(LIBRADO E ROZAS, 2009). 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 PROCESSAMENTO MORFOLÓGICO DOS PARASITOS E ABUNDÂNCIA 

 

Espécimes de parasitos encontrados nas brânquias de C. pterostictum e 

C. lanei foram submetidos a um estudo morfológico através da montagem de 

lâminas em meio de Hoyer para clarificação, e coloração em tricrômico de 

Gomori, para a observação das partes moles do corpo (HUMANSON, 1979). A 

análise morfológica sugere que o parasito se trata de um gênero novo dentro 

de Dactylogyridae (Figura 1). A descrição da espécie tipo desse gênero está 

em andamento. 

Foram coletados 188 peixes, dos quais apenas 67 (39 de C. pterostictum 

e 28 de C. lanei) continham parasitos do Gênero novo sp.n., totalizando 135 

parasitos coletados das brânquias. A abundância de parasitos para cada 

espécie de hospedeiro é apresentada na Tabela 2. 

 

 

 

TABELA 2 - Dados de abundância, prevalência e intensidade média do Gênero novo sp.n. 

coletado em hospedeiros C. pterostictum e C. lanei coletados do Rio Marumbi na cidade de 

Morretes, Paraná, Brasil. 

 

  
Characidium pterostictum 

 
Characidium lanei 

 
Abundância 

 

 
3,76 

 

 
0,5 

 

Prevalência 87% 21% 

Intensidade 
Média 

4 2 
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FIGURA 1 - Desenho da espécie tipo do Gênero novo sp.n. encontrado nas brânquias de C. 

pterostictum e C. lanei.  (a) Holótipo ventral; (b) Orgão copulatório masculino; (c) Barra ventral; 

(d) Âncora ventral; (e) Barra dorsal; (f) Gancho; (g) Âncora dorsal. 
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3.2.  PROCEDIMENTOS MOLECULARES 

 

3.2.1. Hospedeiros 

 

 Quarenta hospedeiros (25 espécimes C. pterostictum e 15 espécimes de 

C. lanei) tiveram 919 pb sequenciados para o gene CytB. A análise Bayesiana 

(Figura 2) mostrou suporte para dois clados de espécies de Characidium, 

correspondendo a C. pterostictum e C. lanei. 

 

 

FIGURA 2 - Cladograma enraizado da análise bayesiana baseada no gene CytB, mostrando o 

relacionamento filogenético dos hospedeiros coletados para este estudo. As identificações CP 

e CL correspondem aos hospedeiros C. pterostictum e C. lanei, respectivamente.   
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A análise Bayesiana do relacionamento filogenético das espécies de 

Characidium mostra que C. lanei e C. pterostictum são espécies irmãs, como 

demonstra a Figura 3. Indivíduos de C. pterostictum agruparam com C.vidali 

com valor de probabilidade posterior igual à 100%. Este resultado sugere 

revisão na taxonomia e características morfológicas utilizadas na identificação 

desses hospedeiros. 

 

 

FIGURA 3 - Cladograma enraizado da análise bayesiana baseada no gene CytB, mostrando o 

relacionamento filogenético das espécies de Characidium deste estudo. Asterisco (*) indica 

sequências obtidas do GenBank. 

 

 O programa Arlequim 3.11 revelou a existência de 17 haplótipos de 

peixes (8 haplótipos de C. pterostictum e 9 haplótipos de C. lanei) (Tabela 3). A 

partir desses dados, a análise Bayesiana (Figura 4) foi utilizada para construir 

uma hipótese filogenética para o relacionamento filogenético desses 

haplótipos. 
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TABELA 3 - Haplótipos dos hospedeiros C. pterostictum e C. lanei a partir das sequências de 

CytB. 

Hospedeiros  Tombo         Haplótipos 

 
 
 

Characidium pterostictum 

 
COM148 
COM025 
COM035 
COM042 
COM045 
COM349 
COM344 
COM287 
COM281 
COM273 
COM263 
COM253 
COM069 
COM052 
 

HCP-A 

COM023 
COM277 
COM261 
COM252 
COM030 
 

HCP-B 

COM412 
 

HCP-C 

COM367 
 

HCP-D 

COM020 
 

HCP-E 

COM029 
 

HCP-F 

COM272 
 

HCP-G 

COM268 
 

HCP-H 

Characidium lanei 

 
COM062 
COM066           
COM084           
COM067           
COM068           
COM241          
COM083 

HCL-I 

 
COM032 HCL-J 

 
COM063 HCL-K 

 
COM087 HCL-L 

 
COM090 HCL-M 

 
COM091 HCL-N 

 
COM092 HCL-O 

 
COM093 HCL-P 

 
COM196 HCL-Q 
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FIGURA 4 - Relacionamento filogenético entre os haplótipos de hospedeiros C. pterostictum e 

C. lanei. Os asteriscos (*) indicam os haplótipos onde foram encontrados os parasitos utilizados 

neste estudo.  

 

3.2.2. Parasitos 

3.2.2.1 Citocromo Oxidase I (COI) 

 Para as análises moleculares dos parasitos, 28 indivíduos tiveram 594 

pb sequenciados para o gene mitocondrial COI. O resultado da análise 

Bayesiana dessas sequências pode ser observado na Figura 5. 
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FIGURA 5 - Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada na sequência parcial do 

gene COI, mostrando o relacionamento filogenético dos parasitos coletados para este estudo. 

Os números de tombo dos parasitos estão indicados na topologia. 

 

O programa Arlequim 3.11 revelou a existência de 22 haplótipos de 

parasitos (20 haplótipos para parasitos de C. pterostictum e 2 haplótipos para 

parasitos de C. lanei) (Tabela 4).  
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    TABELA 4 - Haplótipos dos parasitos a partir de sequências de COI. 

Hospedeiro Tombo              Haplótipos 

Characidium pterostictum 

 
COM030 -2-1  (C176) 
COM069 -1-10(C173) 
COM069 -1- 9 (C172) 
COM281 -1- 2 (C446) 

HGN-A 

 
COM030 -2-2 (C177) 
COM287 -1-4 (C439) 
COM261 -1-1 (C301) 
 

HGN-B 

COM069 -1-2 (C165) 
COM030 -2-3 (C178) 
 

HGN-C 

COM069 -1-4 (C167) HGN-D 
COM069 -1-8 (C171) HGN-E 
COM273 -1-1 (C303) HGN-F 
COM253 -1-1 (C329) HGN-G 
COM281 -1-6 (C450) HGN-H 
COM281 -1-9 (C453) HGN-I 
COM052 -1-1 (C455) HGN-J 
COM252 -1-2 (C474) HGN-K 
COM264 -1-1 (C478) HGN-L 
COM412 -1-2 (C508) HGN-M 
COM412 -1-4 (C510) HGN-N 
COM349 -1-1 (C512) HGN-O 
COM344 -1-1 (C513) HGN-P 
COM344 -1-2 (C514) HGN-Q 
COM277 -1-1 (C515) HGN-R 
COM367 -1-2 (C516) HGN-S 
COM367 -1-1 (C517) 
 

HGN-T 
 

 
Characidium lanei 

 
COM241 -1-1 (C505) 

 
HGN-U 

COM241 -1-2 (C506) 
 

HGN-V 
 

 

 

 

3.2.2.2  Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR) 

 Os resultados da aplicação dos marcadores/inciadores de ISSR para os 

parasitos são apresentados nas Figuras 6 e 7. 
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FIGURA 6 - Perfil da eletroforese em gel de agarose dos produtos da amplificação do DNA dos 

parasitos utilizando o iniciador ISSR7. Os marcadores de massa 100pb (Invitrogen) encontram-

se nas colunas 1, 8, 15, 22, 28, 29, 36, 43 e 48. 
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FIGURA 7 - Perfil da eletroforese em gel de agarose dos produtos da amplificação do DNA dos 

parasitos utilizando o iniciador 17899. Os marcadores de massa 100pb (Invitrogen) encontram-

se nas colunas 1, 8, 15, 22, 28, 29, 36, 43 e 48. 

 

Com o auxílio do programa Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics), os 

fragmentos amplificados foram agrupados de acordo com seu peso molecular, 

gerando, para cada indivíduo e iniciadores, uma matriz binária de presença (1) 

e ausência (0), apresentada na Tabela 5. 
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TABELA 5 - Matriz binária de presença (1) e ausência (0) gerada através da análise dos géis 

de ISSR 7 e 17899. As letras “P” e “L” ao lado dos números de tombo indicam os hospedeiros 

C. pterostictum e C. lanei, respectivamente. O símbolo “?” indica que não houve amplificação 

do DNA para um dos marcadores. 

   Parasito Matriz 

036711P 10000000000000001000000000000000000000100010100100 

034412P 11111000111011010101100100100100101011110011100100 

008313L 110000101000011100110110100??????????????????????? 

026311P 00000000000011010000000010000000000000010000000100 

008312L 00001010000010000001100010000000001000100000100100 

025311P 01000000000001101001000000000100000000000000010110 

041212P 10010000010100000000001000000000000010100001110100 

034411P 10000000111111110110101000010010101100111101100110 

028115P 10000000000000011010000000000000001000100010000100 

028117P 00001010000010110011111001000001001010010100001110 

027712P 00010000010000000000001000000000000100000000001100 

028114P 00000000100000000000000000000000000000000000000100 

003023P 10001111010101110101101000011000111100100010000100 

027711P 00001001000010000000000100000000000100100000000100 

281110P 00000100000001010010000000000000000000000000000100 

041214P 00010000000000010010000000000000000000010000000100 

006914P 00010000010100010010100001100000000100010000000001 

024112L 10010001111010110010101000100011001001100100100100 

028111P 00000000010000000000100100000000000000000010100100 

008311L 01000000000111000000000000100010000000000000100101 

069110P 01000000010101110011100100001000011100100000100110 

041215P 10100000000000000000010000000000000000000000100110 

006919P 10000101110000011010101000000010000000100000010100 

028116P 00100000110010100000000000000001000000010000000100 

026111P 01000001010000000000000000000000000000000000000100 

041213P 00000010011000000000001000000000000010000011001100 

025214P 00011100010010000000000110100000000000000010001101 

026812P 00000000000010000100000000100000000000000000010100 
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026811P 00000000000010000000000000000000000000100000010100 

006918P 00001000100000000001100000000000000000011001010001 

025211P 000010000000000010000000000??????????????????????? 

028711P 10001001010110010011111110011000010000000000010110 

024111L 10101010111111111000001100011011101100100110010101 

003021P 11011010011111010111011000011000101100110010010110 

005211P 00110100010100011001010000000000000000010100010100 

003022P 01000000001000000000010000000001000001000001000010 

036712P 01010000000100000001000010000001000000110111000110 

026411P 01001000001100000001000000000000000000000000000100 

028113P 00000001110000001000100000000000000000000000000100 

 

O tamanho dos fragmentos amplificados variou entre 112pb e 1933pb. A 

soma do número total de bandas amplificadas pelos dois iniciadores ISSR7 e 

17899 foi 50. O dendrograma gerado pela análise de cluster no programa 

PAST 2.09 (HAMMER et al., 2001) foi submetido ao programa Mesquite 2.6 

(MADDISON E MADDISON,  2009) para observar de que maneira os parasitos 

estão distribuídos entre os haplótipos de hospedeiros,  usando o método de 

“reconstrução do caráter ancestral” usando o critério de parcimônia 

(MADDISON, 1995) (Figura 8). 

O número de passos observados na análise não é significativamente 

diferente de uma distribuição obtida ao acaso (P> 0,05), portanto este resultado 

sugere que a população de parasitos encontra-se distribuída homogeneamente 

entre os haplótipos dos hospedeiros (Figura 9). 
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FIGURA 8 - Reconstrução do caráter ancestral (haplótipos de hospedeiros) sobre o cladograma 

de cluster não enraizado usando o critério de parcimônia. As cores representam os haplótipos 

de hospedeiros HCP-A, HCP-B, HCP-C, HCP-D, HCP-E e HCL-I plotados na filogenia. Os 

códigos HCP são haplótipos de C. pterostictum e o código HCL representa o haplótipo de C. 

lanei. São apresentados os valores de bootstrap acima de 50%.  
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FIGURA 9 - Avaliação da reconstrução do caráter ancestral por parcimônia baseado na análise 

de Cluster dos dados de ISSR. A topologia foi aleatorizada 1000 vezes. Os valores no eixo “x” 

indicam o número de passos evolutivos na topologia da Figura 8. A linha preta representa o 

intervalo de confiança (P<0,05) e a seta indica o número de passos observados em relação à 

distribuição aleatória dos haplótipos de hospedeiros na topologia da Figura 8. 

 

 

3.3   ANÁLISE DE COESPECIAÇÃO 

3.3.1. Haplótipos de hospedeiros  X  Indivíduos parasitas 

A reconciliação das filogenias dos haplótipos de hospedeiros e dos 

parasitos obtidas no programa TreeMap 1.0 está representada na Figura 

10.Um teste de aleatorização das duas filogenias (Figura 11) indica que o 

número de eventos de coespeciação postulados para explicar a distribuição 

dos haplótipos de parasitos e seus hospedeiro não é significativamente 

diferente de uma distribuição resultante de associações ao acaso. 
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FIGURA 10 - Padrão da associação dos hospedeiros (à esquerda) e parasitos (à direita) 

utilizando filogenias baseadas em inferência Bayesiana das sequências dos haplótipos dos 

hospedeiros e das sequências de COI dos parasitos. As linhas mostram as associações 

parasito-hospedeiro. Os números representam o tombo de cada indivíduo parasita. HCL = 

haplótipo de C. lanei; HCP= haplótipo de C. pterostictum. 

 

 

 

FIGURA 11 - Histograma gerado pelo programa TreeMap dos haplótipos dos hospedeiros e 

das sequências de COI dos parasitos. O gráfico mostra a distribuição do número de eventos de 

coespeciação em associações aleatórias (n = 1000). A flecha indica o número de 

coespeciações inferidas pelo programa TreeMap para a associação haplótipos de hospedeiros-

parasitos. 
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3.3.2. Haplótipos de hospedeiros  X  Dendrograma ISSR dos parasitos 

 

A reconciliação da filogenia dos haplótipos de hospedeiros e da filogenia 

proveniente da análise de Cluster feita a partir dos dados de ISSR dos 

parasitos pode ser observada na Figura 12. Um teste de aleatorização das 

duas filogenias (Figura 13) indica que o número de eventos de coespeciação 

postulados para explicar a distribuição dos haplótipos de parasitos e seus 

hospedeiros não é significativamente diferente de uma distribuição resultante 

de associações ao acaso. 

 

FIGURA 12 - Padrão da associação dos hospedeiros e parasitos utilizando uma filogenia 

baseada em inferência Bayesiana das sequências dos haplótipos dos hospedeiros e 

dendrograma baseado em dados de ISSR dos indivíduos parasitos. As linhas mostram as 

associações parasito-hospedeiro. Os números representam o tombo de cada indivíduo 

parasita. HCL = haplótipo de C. lanei; HCP= haplótipo de C. pterostictum. 
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FIGURA 13 - Histograma gerado pelo programa TreeMap dos haplótipos dos hospedeiros e 

dendograma baseado em dados de ISSR dos indivíduos parasitos. O gráfico mostra a 

distribuição do número de eventos de coespeciação em associações aleatórias (n = 1000). A 

flecha indica o número de coespeciações inferidas pelo programa TreeMap para a associação 

haplótipos de hospedeiros-parasitos. 
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3.4.   REDE DE HAPLÓTIPOS E ANÁLISE DE SINAL FILOGENÉTICO 

 

 A relação entre os haplótipos de parasitos é apresentada na Figura 14. 

 

 

FIGURA 14 - Rede de haplótipos mais parcimoniosa para o gene COI dos parasitos. As cores 

representam os haplótipos. Os pontos brancos representam as mutações que separam os 

haplótipos. A frequência dos haplótipos é representada pelo tamanho dos círculos. Círculos 

menores contém apenas um indivíduo. Os haplótipos HGN – A e HGN – B contém 4 e 3 

indivíduos, respectivamente. 
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Os haplótipos de parasitos revelados pelo programa Arlequin foram 

distribuídos na rede de haplótipos de hospedeiros obtida pelo programa TCS 

(Figura 15). 

 

 

 

 

FIGURA 15 - Distribuição dos haplótipos de parasitos na rede de haplótipos de hospedeiros 

baseada no gene mitocondrial CytB. As cores representam os haplótipos dos parasitos. Os 

haplótipos rachurados significam que naqueles haplótipos de hospedeiros foram encontrados 

parasitos, mas estes não foram sequenciados e, portanto, não é possível determinar seus 

haplótipos. Os haplótipos denominados “vazios” representam hospedeiros onde não foram 

encontrados parasitos. 

 

 

O resultado da análise de sinal filogenético pode ser observado na 

Figura 16. O valor de k = 0.253 (p= 0.07) significa baixo sinal filogenético 

sugerindo que os espécimes de parasitos estão distribuídos de forma aleatória 

nos haplótipos de hospedeiros. A regressão linear mostrou que a diversidade 

haplotípica está diretamente relacionada com o tamanho amostral (Figura 17). 
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FIGURA 16 - Distribuição dos haplótipos hospedeiros sobre a topologia dos parasitos. 

Filogenia não enraizada obtida por inferência Bayesiana a partir de sequências de COI dos 

parasitos. As cores nos terminais representam os haplótipos de hospedeiros. 

 

 

 

FIGURA 17 - Regressão linear do contraste entre tamanho amostral e diversidade haplotípica 

dos hospedeiros. O gráfico indica que a diversidade haplotípica está diretamente relacionada 

com o tamanho amostral. Os pontos representam os quatro haplótipos de hospedeiros 

avaliados pela regressão. 
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3.5.  RECONSTRUÇÃO DA HISTÓRIA DEMOGRÁFICA 

3.5.1  Hospedeiros 

 A reconstrução das datas de divergência (TMRCA - tempo até o 

ancestral comum mais recente) com base nas sequências de CytB de C. lanei 

e C. pterostictum sugere que essas espécies divergiram há, aproximadamente, 

3.500.000 anos (intervalo de confiança de 95% = 2.750.000–7.000.000 anos) 

(Figura 18). 

 

FIGURA 18 - Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada no gene CytB, mostrando 

o relacionamento filogenético de populações de Characidium. Barras horizontais azuis 

representam intervalo de 95% de probabilidade da densidade para cada data de divergência 

obtida pela análise de relógio molecular. São apresentados valores de probabilidade posterior 

acima de 50%. 
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 A reconstrução da história demográfica para C. lanei e C. pterostictum, 

inferida por coalescência Bayesiana pode ser observada na Figura 19 (a) e (b). 

Esta análise sugere que houve um declínio populacional de C. lanei e C. 

pterostictum há, aproximadamente 150.000 anos e uma expansão populacional  

há, aproximadamente, 40.000 anos (Fig. 19 a, b). A frequência das diferenças 

pareadas para o gene CytB dos dois hospedeiros corrobora o resultado da 

coalescência Bayesiana, mostrando que as populações encontram-se em 

expansão (Fig. 19 c, d). 

 

 

 

FIGURA 19 - Reconstrução da história demográfica e populações de Characidium. Os gráficos 

(a) e (b) representam a reconstrução bayesiana da história demográfica das populaçõesC. 

lanei (a) e C. pterostictum (b).A linha escura representa o tamanho efetivo populacional médio 

(Ne); as linhas azuis representam intervalo de 95% de probabilidade da densidade. Os gráficos 

(c) e (d) representam a frequência das diferenças pareadas para o gene CytB dos hospedeiros 

C. lanei (c) e C. pterostictum (d). A linha contínua indica o padrão de expansão populacional 

esperado para essas sequências e a linha tracejada mostra o padrão observado. 

 

 

(a)   (b)   

(c) (d

) 
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3.5.2  Parasitos 

A Figura 20 representa a reconstrução das datas de divergência (tempo 

até o ancestral comum mais recente – TMRCA) para os parasitos, inferida com 

o programa BEAST com base nas sequências do gene mitocondrial COI. 

 

FIGURA 20 - Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada no gene COI, mostrando o 

relacionamento filogenético dos parasitos deste estudo. Barras horizontais azuis representam 

intervalo de 95% de probabilidade da densidade para cada data de divergência obtida pela 

análise de relógio molecular. São apresentados valores de probabilidade posterior acima de 

50%. 

O gráfico da reconstrução da história demográfica para os parasitos 

obtido através da análise de coalescência bayesiana pode ser observado na 

Figura 21a. Esta análise sugere que a expansão populacional dos parasitos de 

C. lanei e C. pterostictum ocorreu na mesma época há, aproximadamente, 

50.000 anos. A frequência das diferenças pareadas para o gene COI corrobora 

o resultado da coalescência bayesiana mostrando, que a suprapopulação de 

parasitos encontram-se em expansão (Fig. 21b). 
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FIGURA 21 - Reconstrução da história demográfica da suprapopulação do Gênero n. sp. n.. O 

gráfico (a) representa a reconstrução bayesiana da história dos parasitos. A linha escura 

representa o tamanho efetivo populacional médio (Ne); as linhas azuis representam intervalo 

de 95% de probabilidade da densidade. O gráfico (b) representa a frequência das diferenças 

pareadas para o gene COI. A linha contínua indica o padrão de expansão populacional 

esperado para as sequências e a linha tracejada mostra o padrão observado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)   (b)   



51 

 

  

4 DISCUSSÃO 

 
Este estudo buscou compreender a estrutura genética de uma 

suprapopulação de parasitos Dactylogyridae de brânquias em um contexto em 

que uma única espécie de parasito ocorre em dois hospedeiros sintópicos e 

filogeneticamente próximos. Ele permitiu, ainda, testar hipóteses propostas 

para processos de especiação adaptativos e suas causas em Gyrodactylidae, 

uma vez que estes organismos pertencem à mesma classe mas possuem 

estratégias de transmissão distintas. Em síntese, o estudo permitiu avaliar se a 

transmissão contínua (não presente em Dactylogyridae) representa, de fato, 

uma inovação chave que explica a alta taxa de diversificação observada em 

Gyrodactylidae. 

Tanto dados ecológicos quanto moleculares sugerem que a espécie de 

parasito, alvo deste estudo, mostra maior associação pela espécie hospedeira 

C. pterostictum. Nessa espécie de hospedeiro, a abundância de parasitos é 

maior (3,76) do que a observada em C. lanei (0,5) e os valores de prevalência 

e intensidade média de infestação também suportam esta afirmação. A análise 

dos dados moleculares mostram que Gênero novo sp.n. não apresenta 

nenhuma evidência de possuir linhagens genéticas especializadas para cada 

uma das espécies hospedeiras, como sugerido por Bueno-Silva et al. (2011) 

para uma espécie de Gyrodactylidae. Não existem evidências de 

especialização de haplótipos de parasitos por haplótipos de peixes, como 

mostrado na análise de coespeciação e também de sinal filogenético. O 

resultado da análise de reconstrução de caráter ancestral sobre o dendograma 

de dados de ISSR também indicou que a distribuição dos parasitos em seus 

hospedeiros foi ao acaso. Portanto, os espécimes de parasitos estão 

distribuídos de forma aleatória nos haplótipos de hospedeiros, mas apresentam 

uma evidente associação com C. pterostictum.  Não existe qualquer evidência 

de especialização de linhagens de parasitos às linhagens de C. pterostictum e 

a presença de Gênero novo sp. n. sobre C. lanei é provavelmente fortuita. 

Suporte adicional para essas conclusões é dado pelo fato de que apenas C. 

lanei apresenta haplótipos não parasitados (Figura 14). 

Os dactilogirídeos produzem ovos dos quais eclodem larvas ciliadas que 

nadam ativamente em busca de seus hospedeiros. Uma vez sobre um 
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hospedeiro, a larva, conhecida como oncomiracídio, perde os cílios e 

desenvolve-se em um jovem animal.  Aparentemente, se fixado sobre um 

hospedeiro inadequado, o parasito morre ou, pelo menos hipoteticamente, 

sofre pressões fisiológicas e imunológicas negativas que podem causar sua 

morte ou mesmo reduzir a capacidade de realizar funções biológicas 

fundamentais (e.g. reprodução). O fato de existirem haplótipos não parasitados 

de C. lanei (ao contrário do que ocorre com C. pterostictum) sugere a 

ocorrência de seleção negativa sobre parasitos que se estabelecem nessa 

espécie hospedeira.  

Portanto, os resultados disponíveis sugerem que a hipótese nula desse 

estudo deva ser aceita parcialmente. Ao contrário do que ocorre em 

Gyrodactylidae, a transmissão limitada à fase larval de oncomiracídio não 

favorece o processo de adaptação divergente de Dactylogyridae em 

hospedeiros compatíveis sintópicos.  Ao contrário do que foi estabelecido na 

hipótese nula, entretanto, Gênero n. sp. n. estudado aqui, não utiliza as 

espécies de hospedeiros de forma indiscriminada. 

Parasitos que possuem transmissão apenas durante a fase larval 

localizam seus hospedeiros através de estímulos químicos (KEARN 1967, 

1988). Desdevises et al. (2002a) acreditam que interações químicas podem ser 

consideradas determinantes na especificidade por hospedeiro que favorecem 

um cenário de coadaptação. Estudo recente com Lamellodiscus 

(Monogenoidea, Diplectanidae) mostrou que espécies generalistas estão sob 

processo de especialização em seus diferentes hospedeiros, o que pode levar 

à especiação (POISOT E DESDEVISE, 2010). 

Ao contrário do que foi observado em Lamellodiscus, que depende da 

transmissão por oncomiracídios, como a espécie desse estudo, e em espécies 

de Gyrodactylus, cujas espécies apresentam transmissão contínua ao longo de 

sua vida, a espécie estudada não apresentou evidência de especialização 

divergente em espécies de Characidium sintópicas. O cenário observado por 

vários estudos que buscam compreender a dinâmica das espécies de 

Gyrodactylus (e.g. ZIETARA E LUMME, 2002; BOEGER et al., 2003, 2005; 

HANSEN et al., 2003; MEINILÄ et al., 2004; BUENO-SILVA et al., 2011a) está 

representado pela Figura 22a.  Em Gyrodactylidae, ao contrário da maioria das 

espécies de Monogenoidea, a transmissão de parasitos dessa família se dá 
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através dos estágios pré-adulto e adulto, sendo contínua ao longo de seu ciclo 

de vida (BOEGER et al., 2003).  Assim, um girodactilídeo que eventualmente 

entre em contato com um hospedeiro inadequado, tem a oportunidade de sair 

desse hospedeiro, podendo, ao final de um ou mais eventos de transmissão, 

colonizar um hospedeiro com o qual apresente maior compatibilidade (i.e. 

hospedeiro adequado) (vide Figura 22 a). 

Os dois outros cenários (Figura 22 b, c) representam parasitos com larva 

ciliada (oncomiracídio) no ciclo de vida, como Gênero n. sp. n. O cenário 

apresentado na Figura 22 b indica uma condição na qual os parasitos exploram 

os dois hospedeiros de forma indiscriminada, como proposto na hipótese nula 

desse estudo. Já o cenário indicado na Figura 22 c sugere uma condição na 

qual as larvas de parasitos adaptados a uma das espécies de hospedeiro 

podem encontrar um outro hospedeiro compatível (mas não necessariamente 

adequado) e sofrer as pressões de seleção negativa como descritas acima.  

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, o padrão descrito pelo 

cenário da Figura 22 c é o que mais se aproxima das associações estudadas 

aqui.   

A maior aparente afinidade do Gênero novo. sp.n. pela espécie C. 

pterostictum pode ser consequência de um vínculo histórico desse parasito por 

esse hospedeiro. Esse vínculo pode representar uma história em comum mais 

antiga, e a baixa afinidade por C. lanei pode ter relação com a origem do 

parasito em C. pterostictum refletir eventos de coespeciação ou de especiação 

seguida por troca de hospedeiro.  

A análise da história demográfica das três espécies envolvidas (os dois 

hospedeiros e o parasito) indica que a diversificação dos hospedeiros (Figura 

18) ocorreu há, aproximadamente, 1.000.000 de anos e isso pode estar 

relacionado com fatores climáticos ou geológicos. Bueno-Silva (2011b) também 

observou eventos de expansão demográfica em populações de Scleromystax 

barbatus e S. macropterus sem bacias do litoral paranaense. O autor discute, 

baseando-se em estudos (HEWITT, 2000; LECOMTE et al., 2004; LIU et al., 

2006), que mudanças climáticas drásticas durante o Pleistoceno (época entre 

10,000 e 1.800.000 anos atrás) podem ter exercido forte influência na 

distribuição e flutuação demográfica de espécies de peixes em várias regiões 

do mundo. 
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FIGURA 22 - Modelo esquemático dos tipos de transmissão e Monogenoidea. (a) Parasitos 

com transmissão contínua como é o caso dos Gyrodactylidae vivíparos. Os parasitos exploram 

os dois hospedeiros sintópicos da mesma maneira e são capazes de realizar troca de 

hospedeiro, uma vez que não estejam em seus hospedeiros adequados. (b) Padrão 1 

esperado para parasitos com larvas ciliadas livre natantes no ciclo de vida. Os parasitos 

utilizam os hospedeiros sintópicos da mesma maneira, mas ao contrário dos Gyrodactylidae, 

não são capazes de trocar de hospedeiro uma vez estabelecidos nas brânquias. (c) Padrão 2, 

observado neste estudo para parasitos com larvas ciliadas livre natantes no ciclo de vida. Os 

parasitos encontram-se adaptados a apenas uma espécie hospedeira e quando encontram um 

hospedeiro inadequado, sofrem as pressões de seleção negativa e são eliminados. (A) e (B) 
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representam conjuntos de linhagens específicas de parasitos por um ou outro hospedeiro, ou 

ambos. 

O litoral do Paraná apresenta evidências de ter sofrido eventos de 

flutuação no nível do mar relacionados à última era glacial (Figura 23) e esses 

eventos podem ter exercido grande influência nas populações de peixes das 

bacias locais. Tanto a suprapopulação de parasitos quanto as populações das 

duas espécies de peixes começaram a sofrer início de declínio populacional há, 

aproximadamente, 150.000 anos, provavelmente associado com o início do 

período glacial. Bueno-Silva (2011b) sugere que retrações e expansões 

populacionais em Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp. estão associadas, 

respectivamente, com períodos glaciais e interglaciais entre o final do 

Pleistoceno e parte do Holoceno (entre 5.000–250.000 anos atrás) o que 

também pode ter ocorrido para os parasitos e hospedeiros deste estudo. 

 

 

 
FIGURA 23 - Representação esquemática da variação do nível do mar na costa paranaense 

nos últimos 120.000 anos. O círculo indica a localização da costa litorânea no mapa do Estado 

do Paraná. No primeiro período (a), há 120.000 anos, o nível do mar estava 8 metros acima do 

atual. A planície costeira praticamente não existia e a linha de costa estava localizada quase no 

sopé da Serra do Mar. A seguir (b) o mar desceu até alcançar um nível de, aproximadamente, 

120 metros abaixo do atual há 18.000 anos, máximo do último período glacial, formando 

extensas planícies costeias sulcadas por rios. Nesta época alinha da costa paranaense 

localizava-se a mais de 100 km a leste da costa atual. Após o pico do último período glacial (c) 

as geleiras derreteram e o mar subiu rapidamente até alcançar um nível de 3m acima do atual, 

há cerca de 5,600 anos. Neste período, a linha de costa se localizava entre 2km e 5km mais 

para o interior em relação à costa atual. Após esse período, o mar desceu até alcançar o nível 

atual.  

FONTE: Projeto “Sítios Geológicos e Paleontológicos do Paraná” MINEROPAR. (Alterado pelo 
autor) 
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Os dados de demografia dos parasitos apresentados aqui, quando 

contrastados com os de Bueno-Silva et al. (2011a), chamam a atenção para a 

diferença nos padrões observados. O autor observou expansão demográfica, 

sem evidência de gargalo populacional, em parasitos coletados em rios do 

primeiro planalto paranaense. Por outro lado, o presente estudo e o de Bueno-

Silva (2011b) detectaram gargalo populacional seguido de expansão 

demográfica em diferentes suprapopulações de parasitos de bacias localizadas 

no litoral, sugerindo que os eventos de flutuação do nível do mar tiveram 

grande influência na estrutura de populações de peixes e seus parasitos 

nesses locais. 

Concluindo, a espécie de parasito estudada apresenta maior associação 

pela espécie hospedeira C. pterostictum, mas quando se analisa a sua 

distribuição em haplótipos de hospedeiros, esses parasitos ocorrem 

aleatoriamente e inclusive podem parasitar (com menor ocorrência) haplótipos 

de C. lanei. Isso sugere que essa associação acontece casualmente e esse 

parasito provavelmente não possui associação histórica com C. lanei. 

Assim, padrões na distribuição e estruturação de parasitos 

Gyrodactylidae e Dactylogyridae e os processos que levaram a esse fim (e.g. 

diferenças no ciclo de vida e transmissão) diferem de forma significativa. A 

transmissão contínua parece representar uma inovação chave dos 

girodactilídeos vivíparos e é suportada pelos dados deste estudo. 
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