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RESUMO

O entendimento de processos envolvidos na especiacdo e diversificacdo de
parasitos tem sido um dos principais assuntos dentro da biologia evolutiva. Os
Monogenoidea, um grupo de ectoparasitos de peixes marinhos e de agua doce,
parecem ser um modelo apropriado para estudar oS processos da
diversificacdo de parasitos, principalmente por sua alta rigueza de espécies e
diversidade morfoloégica e ecoldgica. Gyrodactylidae é uma familia de
Monogenoidea com ciclo de vida monoxénico, transmissao continua e uma alta
diversidade de espécies, principalmente Gyrodactylus. Estudos com espécies
desse género tém permitido uma melhor compreensdo sobre como o
comportamento da dinamica de transmisséo do grupo influencia processos de
especiacdo adaptativa e acredita-se que essa capacidade estd associada a
caracteristicas da biologia dessas espécies, tais como: a perda da gota adesiva
do ovo, a hiperviviparidade e a transmissdo continua. Estudos tém testado
hipéteses, com auxilio de marcadores moleculares de DNA mitocondrial, sobre
eventos de radiacdo adaptativa por troca de hospedeiro e especiagcdo em
Gyrodactylus. Os marcadores dominantes ISSR (“Inter-Simple Sequence
Repeats”) representam uma das ferramentas promissoras em estudos de
genética de populacdes. O genoma de cada organismo é determinado pelo
padrdo de bandas observado através de eletroforese em gel de agarose.
Pouco se conhece sobre processos de especiacdo adaptativa em
Dactylogyridae, uma familia de Monogenoidea que ocorre principalmente em
branquias de peixes marinhos e de agua doce e com transmissédo limitada a
fase larval livre natante. Este estudo testou as hipéteses: (i) a transmissao
limitada a fase larval ndo favorece o processo de adaptacdo divergente de
Dactylogyridae; (ii) a transmisséo limitada a fase larval promove o processo de
adaptacdo divergente de Dactylogyridae. Para isso, marcadores de mtDNA
(COIl) e marcadores ISSR foram utilizados para testar as hipoteses acima
usando como modelo uma espécie de parasito de branquia que compartilha
dois hospedeiros sintépicos, Characidium pterostictum e Characidium lanei,
coletados no Rio Marumbi em Morretes, Parana, Brasil. Os dados ecolégicos e
moleculares sugerem que a espécie de parasito, alvo deste estudo, mostra
maior afinidade pela espécie hospedeira C. pterostictum e que a presenca do
Género novo sp.n. sobre C. lanei é provavelmente fortuita. A anélise dos dados
moleculares mostram que Gé&nero novo sp.n. ndo apresenta nenhuma
evidéncia de possuir linhagens genéticas especializadas para cada uma das
espécies hospedeiras como foi observado em Gyrodactylidae. As analises de
coespeciacgdo, rede de haplotipos, sinal filogenético e reconstrucdo de carater
ancestral de dados de ISSR mostram que ndo existem evidéncias de
especializacdo de haplétipos de parasitos por haplotipos de peixes. Assim,
padrbes na estruturacdo de parasitos Gyrodactylidae e Dactylogyridae, e os
processos que levaram a esse fim, diferem de forma significativa. A
transmissdo continua parece representar uma inovagdo chave dos
girodactilideos viviparos e é suportada pelos dados deste estudo. A maior
especificidade do Género novo. sp.n. por C. pterostictum pode ser
consequéncia de um vinculo histérico maior desse parasito por esse
hospedeiro. Enquanto que a baixa especificidade por C. lanei pode ser devido
a origem do parasito em C. pterostictum por eventos de coespeciacdo ou de



especiacdo seguida por troca de hospedeiro. As flutuacdes demogréaficas dos
parasitos e hospedeiros estdo associadas com periodos glaciais e interglaciais
entre o final do Pleistoceno e parte do Holoceno (entre 5,000-250,000 anos
atrés), também observadas em espécies de Gyrodactylus e hospedeiros
Scleromystax coletados em bacias do litoral paranaense. Esse padrdo €
diferente daquele observado para espécies de Gyrodactylus coletadas em rios
do primeiro planalto, as quais ndo apresentam gargalos populacionais na sua
histéria. Essa diferenca evidencia a influéncia da historia geoldgica sobre a
diversificacdo genética e adaptacdo parasito-hospedeiro nessas bacias.

Palavras-chave: Dactylogyridae. Especiacao sintopica. Adaptacdo. 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. Itis 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 (i)
the transmission limited to the larval stage promotes divergent lineages related
to each host species. To test the existence of specific lineages, mtDNA (COIl)
and ISSR markers were usedto 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, Parand, 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 keyinnovation 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 Parana 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 INTRODUCAO

A procura por padrdes para compreender 0s processos de especiacao e
diversificacdo dos parasitos tem sido um dos principais assuntos dentro da
biologia evolutiva (BROOKS E MCLENNAN, 1993). Estudos recentes trazem a
genética de populagBes de parasitos como abordagem para inferir aspectos da
histéria, transmissdo e coevolucdo dessas populacdes (e.g. ARCHIE E
EZENWA, 2011; BUENO-SILVA et al., 2011; CRISCIONE, 2008; CRISCIONE
et al., 2010). Estudos sobre a estruturacdo genética e dindmica das populacdes
podem ser Uteis para entender tanto os processos evolutivos bem como
ecologicos 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
agua doce, vivem predominantemente nas branquias e superficie corporal de
seus hospedeiros. Espécies desse grupo parecem ser um modelo apropriado
para estudar os processos da diversificacdo de parasitos, principalmente por
sua alta riqgueza de espécies e diversidades morfologica e ecoldgica (POULIN,
2002). Brooks e McLennan (1993) discutem que a maioria dos membros dessa
classe, por possuirem ciclo de vida direto e capacidade de colonizar
hospedeiros a partir de um Unico individuo, sdo o grupo de parasitos que
exibem maior proporcdo de espécies hospedeiro-especificas e que muitas
dessas espécies evoluiram, ndo como resultado de coespeciacdo, mas como
resultado da troca de hospedeiros.

Gyrodactylidae van Beneden et Hesse, 1863 é uma familia de
Monogenoidea com uma alta diversidade de espécies. Possuem ciclo de vida
monoxénico e, ao contrario da maioria das espécies de Monogenoidea que
possuem larva ciliada livre natante (oncomiracidio) em seus ciclos de vida, a
transmissao se da atraves do estagio pré-adulto/adulto (continua) (BOEGER et
al., 2003). Atualmente, essa familia € representada por espécies oviparas e
viviparas. O clado viviparo 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 tém permitido
uma melhor compreensdo sobre como o0 comportamento da dinamica de

transmissdo do grupo influencia processos de especiagcdo adaptativa
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(BOEGER et al.,, 2003, 2005; BUENO-SILVA et al., 2011). Espécies de
Gyrodactylus sédo 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; LOPEZ, 1999; POPAZOGLO E
BOEGER, 2000; STOLZE E BUCHMANN, 2001; ZIETARA E LUMME, 2002;
MEINILA et al., 2004). A maioria das espécies de Gyrodactylus ocorre apenas
em uma espécie de hospedeiro, porém algumas tém a capacidade de parasitar
e realizar troca entre hospedeiros simpatricos, mesmo durante a fase adulta
(BAKKE et al., 2002, 2007). De acordo com Boeger et al. (2003), os
Gyrodactylidae viviparos apresentam alta taxa de diversificacdo devido a sua
capacidade de realizar trocas de hospedeiro de maneira continua ao longo da
vida adulta. A alta diversificacdo parece, ainda, associada a outras
caracteristicas da biologia dessas espécies, tais como a hiperviviparidade e a
capacidade de reproduzir por partenogénese.

Alguns autores tém testado hipéteses com auxilio de marcadores
moleculares de DNA mitocondrial (mtDNA) sobre eventos de radiacdo
adaptativa por troca de hospedeiro e especiacdo em Gyrodactylus (ZIETARA E
LUMME, 2002; HANSEN et al., 2003; MEINILA et al., 2004; BUENO-SILVA et
al., 2011). O emprego de mtDNA nessas andlises se deve ao fato dessa
molécula apresentar extenso polimorfismo intraespecifico e evoluir mais rapido
que o DNA nuclear (AVISE, 2000). Recentemente, Hansen et al. (2003) e
Meinila et al. (2002, 2004) mostraram que Gyrodactylus spp. exibem variacfes
inter- e intra-especificas significativas no gene mitocondrial citocromo oxidase |
(CQl), que se revelou ideal para estudos de dindmica populacional. Esses
estudos tém mostrado que o DNA mitocondrial desses animais € altamente
variavel. Estima-se que a taxa de substituicdo nucleotidica em Gyrodactylus
spp. seja de 13,7% a 20,3% por milhdo de anos (MEINILA et al., 2004).
Ocasionalmente, oligonucleotideos iniciadores falham na amplificacdo de
fragmentos de genes do mtDNA, provavelmente pela ocorréncia de sitios
cripticos variaveis na regido de anelamento. Embora um par de iniciadores
possa ser usado em mais de uma espécie de Gyrodactylus, esses ndo podem
ser considerados universais, visto que a alta variabilidade nucleotidica do DNA
mitocondrial do género torna a amplificacdo de fragmentos fortuito (MEINILA et
al., 2002).
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Atualmente, varios estudos utilizam regibes repetitivas do DNA
conhecidas como microssatélites para investigar estruturacdo genética de
populacbes, abordando questdes especificas em biologia evolutiva e de
conservacao (BALLOUX E LUGON-MOULIN, 2002). Por ser um marcador que
requer conhecimento prévio das regibes a serem amplificadas, ainda ndo ha
microssatélites desenvolvidos para muitos organismos; este € o caso dos
Monogenoidea.

Os marcadores dominantes ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)
representam uma das ferramentas promissoras em estudos de genética de
populacées (BEHURA, 2006). O método consiste em ciclos de reacdes em
cadeia da polimerase do DNA, utilizando iniciadores com sequéncias simples
de di- ou trinucleotideos (ZIETKIEWICZ et al. 1994) que anelam nas regides
repetitivas e amplificam os fragmentos localizados entre essas regides,
permitindo a deteccdo de polimorfismos individuais. O perfil genético de cada
organismo € determinado pelo padrdo de bandas de DNA observado através
de eletroforese.

Os ISSR’s tém sido muito usados para estudos botanicos, mas seu uso
em analises de estruturacdo de populagdes animais vem crescendo e sendo
aplicado a diferentes tdxons. Com Platyhelminthes, o estudo mais recente foi
desenvolvido por Casu et al. (2011) em uma analise filogeografica com
Monocelis lineata utilizando marcadores Citocromo Oxidase | e ISSR. Os
autores mostraram que COI ndo exibe um padrao claro da diversidade genética
das populacdes analisadas, enquanto que os dados de ISSR revelaram duas
areas geneticamente diferentes, evidenciando divergéncia entre as populacées.
Recentemente, o primeiro estudo utilizando ISSR para individuos da classe
Monogenoidea foi realizado por Oliveira (2011) em um sistema composto por
um girodactilideo viviparo (Gyrodactylus anisopharynx) e seus hospedeiros
Corydoras ehrhardtie Corydoras paleatus,visando estabelecer hipéteses de
relacionamentos genealOgicos entre esses parasitos com base em sua
distribuicdo entre os hospedeiros.

Pouco se conhece sobre processos de especiacdo ndo adaptativos em
Dactylogyridae Bychowsky, 1933. Ao contrario de Gyrodactylidae,
dactilogirideos ocorrem principalmente em branquias de peixes marinhos e de
agua doce (e.g. KRITSKY et al., 1997, 1998; CORDOVA, 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 ocorréncia de estagio
larval no ciclo (oncomiracidio), esses parasitos tem sua transmissao 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 transmissdo continua sem a presenca de estagio
larval.

Lamellodiscus Johnston e Tiegs 1922, um género de Diplectanidae que
possui caracteristicas muito semelhantes a Dactylogyridae (e.g. ciclo de vida),
parasitam peixes Sparidae (Teleostei) na regido do Mediterrdneo. 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 namero 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 ndo sao congruentes e que
qgquase nenhum evento de coespeciacdo parece ter ocorrido. Os autores
observaram que hospedeiros que possuem relacionamento ecoldgico, € ndo
filogenético, apresentam uma ou varias espécies de parasitos em comum,
enguanto que espécies solitarias sdo menos parasitadas do que espécies que
vivem em grupos, sugerindo que a escolha por hospedeiros e subsequente
especializacdo desses parasitos se da pela oportunidade de colonizagao.

Poisot e Desdevises (2009), buscando entender processos
microevolutivos de espécies de Lamellodiscus, observaram a coexisténcia de
duas populac¢des de Lamellodiscus elegans em populagdes de Diplodus sargos
e,atraveés de analises morfométricas, sugeriram a ocorréncia de um evento de
especiacdo intra-hospedeiro em curso. Eles sugerem que espécies de
Lamellodiscus generalistas sdo submetidas a especializacdo em seus
diferentes hospedeiros, o que pode levar a especiagéo.

Estudando um Gyrodactylidae, Bueno-Silva et al. (2011) também
observaram a coexisténcia de duas populacbes de Gyrodactylus corydori em
duas espécies sintopicas de Corydoras. Através do uso do marcador
mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI) e de analise morfométrica dos ganchos

e ancoras do aparato de fixagdo (haptor), os autores mostraram a existéncia de
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dois clados geneticamente estruturados que correspondem aos dois
hospedeiros compartilhados, evidenciando um processo de especiacao
incipiente,coma formacdo de linhagens de parasitos adaptadas aos seus
respectivos hospedeiros. Os autores sugerem que esse fenbmeno deve ser
comum em espécies de Gyrodactylidae, visto que a habilidade de troca
continua de hospedeiros desses parasitos permite a “escolha” por hospedeiros
mais adequados. Uma das conclusdes do estudo é que o papel da transmissao
continua, como caracteristica chave da adaptacdo a espécies simpatricas de
hospedeiros, serd melhor compreendida quando comparada com estudos
aplicados em espécies de Monogenoidea que sdo transmitidas apenas durante
a fase larval. O presente estudo, portanto, foi desenvolvido com o objetivo de
tornar possivel esse contraste.

Com base nos estudos sobre processos microevolutivos de uma espécie
de Gyrodactylus em espécies sintopicas de Corydoras (BUENO-SILVA et al.,
2011; BOEGER et al., 2005) e nas diferencas do processo de transmissdo
entre parasitos dessa familia e de Dactylogyridae, levantou-se duas
hipbteses/previsbes sobre esses processos em uma espécie de dactilogirideo
que compartilha um par de espécies irmads de hospedeiros sintopicos. As
hipoteses sao as seguintes:

1. A transmissao limitada a fase larval de oncomiracidio ndo favorece o
processo de adaptacdo divergente de Dactylogyridae em hospedeiros
compativeis sintopicos e o0 parasito estudado utiliza as espécies de
hospedeiros de forma indiscriminada.

2. A transmissao limitada a fase larval de oncomiracidio promove o
processo de adaptacdo divergente de Dactylogyridae em hospedeiros
compativeis sintopicos e o parasito estudado apresenta linhagens
geneéticas com maior associacdo com cada uma das espécies de

hospedeiros.
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2 MATERIAL E METODOS

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
€ puga no rio Marumbi (25°30°54”S, 48°52'03"W), municipio de Morretes,
Parana, em Marco e Agosto de 2010, e Abril e Maio de 2011. Os animais foram
sacrificados e colocados em um saco plastico com 4gua aquecida a 60°C o
qual foi agitado vigorosamente. Parte da amostra foi separada em outro saco
plastico e fixada em formalina 5% para posterior estudo morfoldégico dos
parasitos. A outra parte, contendo o peixe, foi fixada em alcool etilico (92 °GL)
com parasitos destinados a extracdo de material genético. Os peixes foram
levados ao laboratorio para remocéo e fixacdo das branquias em alcool etilico
(92 °GL), coleta de tecido para extracdo de DNA e posterior identificacdo pelo
Dr. Vinicius Abilhoa do Museu de Histéria Natural do Capdo da Imbuia
localizado no bairro Capé&o da Imbuia, em Curitiba, Parana. Os parasitos foram
recuperados através da triagem das branquias com o auxilio de um

estereomicroscopio.

2.2 PROCEDIMENTOS MOLECULARES
2.2.1 Hospedeiros

O DNA total dos hospedeiros foi extraido usando kit de extragdo EZ-DNA
(Biosystems) seguindo o protocolo do fabricante.O fragmento do DNA
mitocondrial Citocromo Oxidase B (CytB) foi amplificado com o auxilio de dois
pares de oligonucleotideos iniciadores:GLUDG.L (5-
TGACCTRAACCAYCGTTG-3) (PALUMBI, 1996) e H16460 (5-
CGAYCTTCGGATTACAAGACCG-3’) (PERDICES E DOADRIO, 2001). A
reacdo de PCR foi preparada com 2 pl de extrato de DNA, 1,5 pl de MgCl;
(50mM), 2,5ul de PCR-Buffer (10X), 0,5 ul de cada iniciador (50 pmol), 0,4 ul
de dNTP (25mM), 1 U Taqg Polimerase (Invitrogen) e agua bidestilada até
completar volume final de 25 pl. O programa da PCR foi o seguinte: uma
desnaturacao inicial a 94° C por 4 min., seguidos de 35 ciclos de 94° C por

45seg., anelamento a 55° C por 45 seg., extensdo a 72° C por 45 seg., e
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extensao final a 72° 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 sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems)

usando o protocolo indicado para o equipamento.

Sequéncias foram alinhadas com o programa MUSCLE (EDGAR, 2004)
usando a interface do programa Geneious Pro 5.4.5. (DRUMMOND, 2011). As
sequéncias alinhadas foram comparadas com outras sequéncias 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 extraido com solucdo de lise WLB (Worm
Buffer Lysis; WILLIAMS et al., 1994). No momento da extracdo, alguns
individuos escolhidos aleatoriamente tiveram seu haptor ou sua regido anterior
separada sob lupa para montagem de lamina permanente em meio de Hoyer
(HUMASON, 1979) para posterior identificacao.

Os extratos foram submetidos a Reacdes em Cadeia da Polimerase
(PCR), nas quais os oligonucleotideos 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 solucdo de PCR foi preparada com 4 pul de extrato de DNA, 1,5 ul
de MgCl, (50mM), 2,5ul de PCR-Buffer (10X), 0,3 ul de cada iniciador (50
pmol), 0,4 pl de dNTP (25mM), 0,3 plde Platinum Tag DNA-polimerase
(Invitrogen) e agua bidestilada até completar volume final de 25 pl. O programa
de PCR se deu a partir de uma desnaturacao inicial a 95° C por 5 min.,
seguidos de 40 ciclos de 94° C por 30 seg., anelamento a 54° C por 45 seg.,
extensdo a 72° C por 45 seg., e extensdo final a 74° 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



21

purificados foram sequenciados em um sequenciador automatico ABI 3130
(Applied Biosystems) usando o protocolo indicado para o equipamento.

Sequéncias foram alinhadas com o programa MUSCLE (EDGAR, 2004)
usando a interface do programa Geneious Pro 5.4.5. (DRUMMOND, 2011). As
sequéncias alinhadas foram comparadas com outras sequéncias do banco de
dados GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov) para confirmar suas identidades
utilizando a ferramenta BLASTn.

Para a amplificacdo das regibes entre microssatélites (“Inter-Simple
Sequence Repeats”) (ISSR), um conjunto de oligonucleotideos iniciadores
(WOLFE et al. 1998) foi usado, inicialmente, para testar a eficiéncia de
amplificacdo de DNA das amostras (Tabela 1). Os iniciadores escolhidos foram
ISSR7 e 17899, pois estes apresentaram maior polimorfismo individual e

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

TABELA 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados no teste de eficiéncia de

amplificacdo de DNA dos parasitos.

Iniciador Sequéncias
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 ¥
17899 5 CACACACACACAARG 3

814 5 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 3’

As solugbes de PCR-ISSR foram preparadas com 0,8ul de extrato de
DNA, 1,2ul de MgCl, (50mM), 1,5 pl de PCR-Buffer (10X), 0,18 ul de iniciador
(50 pmol), 0,24 pl de dNTP (25mM), 0,18 plde Platinum Tagq DNA-polimerase
(Invitrogen) e &gua bidestilada até completar volume final de 15 upl. As
condi¢cbes da reacdo para a amplificacdo foram: desnaturacéo 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 (50°C para ISSR7 e 52°C para
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17899) 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 realizada através de eletroforese de
10l 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 auxilio do
equipamento de foto documentacgao Vilber-Lourmat.

O padréo de banda de cada individuo 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 comparacdo 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 individuo e iniciadores utilizados,

uma matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0).

2.3 ABUNDANCIA, PREVALENCIA E INTENSIDADE MEDIA

De acordo com Bush et al. (1997) a abundancia representa o nimero de
parasitos observados sobre o total de peixes amostrados; prevaléncia é a
proporcao de peixes infectados; intensidade de parasitismo € o niUmero total de
parasitos de cada espécie dividido pelo nimero de hospedeiros.

2.4 ANALISE FILOGENETICA

O modelo mais adequado de evolucdo molecular e nucleotideos
(TPM3uf+G para CytB dos hospedeiros e HKY+G para COI dos parasitos) foi
obtido através do programa jModelTest 1.1 (POSADA, 2008). @]
relacionamento filogenético foi inferido pelo programa Mr. Bayes 3.1.2
implementado no portal CIPRES (MILLER et al., 2010). Os critérios da analise
bayesiana foram: modelo molecular com 2 tipos de substituicio para os
parasitos e 6 tipos de substituicdo para os hospedeiros, e sitios variaveis com
distribuicdo gama, estimado para 10.000.000 de geragdes.

Para a reconstrugcdo do relacionamento filogenético das espécies de
hospedeiros amostradas neste estudo, sequéncias de outras espécies de

Characidium disponiveis 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 sequéncias produzidas neste trabalho em uma analise
Bayesiana, cujo grupo externo foi Crenuchus spilurus Gunther, 1863 —
HQ289664.1. O modelo mais adequado de evolugdo molecular dos
nucleotideos (A, C, T e G) foi HKY e os critérios da analise no programa Mr.
Bayes foram: modelo molecular com 6 tipos de substituicdo e sitios varidveis
com distribuicdo gama, estimado para 10.000.000 de geracoes.

O total de sequéncias obtidas para C. pterostictum (25) e C. lanei (15) foi
submetido a uma analise no programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005)
para determinar o niumero de haplétipos. O relacionamento filogenético desses
haplétipos foi obtido por inferéncias Bayesiana no programa Mr.Bayes
implementado no portal CIPRES. Melanocharacidium sp. - AY791439.1 foi
usada como grupo externo.

As sequéncias dos parasitos também foram submetidas a uma analise
Bayesiana sob os mesmos parametros descritos acima e 0 grupo externo
utilizado foi Haliotrema aurigae Yamaguti, 1968 (EU008819.1) disponivel no
GenBank.

Para os dados de ISSR, uma andlise de cluster foi utilizada para agrupar
individuos geneticamente semelhantes. Um dendograma de cluster foi
construido pelo programa PAST 2.09 (HAMMER et al. 2001) utilizando o indice
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 repeticdes. O dendograma obtido através do programa PAST foi
submetido ao programa Mesquite 2.6 (MADDISON E MADDISON, 2009) para
analisar de que maneira o0s parasitos estdo distribuidos na topologia do
dendrograma através da “reconstrucéo de carater ancestral” usando o critério
de parciménia (MADDISON, 1995). O método consiste em otimizar a topologia
obtida no programa PAST através de uma distribuicdo ao acaso obtida através
da aleatorizacdo dos caracteres (haplotipos de hospedeiros) 1000 vezes sobre
esta topologia. Se o numero de passos evolutivos observado na otimizacao
dos dados obtidos nao for significativamente (p > 0,05) diferente do nUmero de
eventos obtidos ao acaso, a hipétese de que a populacdo encontra-se
distribuida aleatoriamente é aceita. Por outro lado, se 0 nimero de passos
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evolutivos for significativamente diferente da meédia observada na distribuicéo,
a ocorréncia desta espécie de parasito entre os haplétipos de hospedeiros nédo
é considerada casual.

2.5 ANALISE DE COESPECIACAO

A andlise de coespeciacao foi realizada com o auxilio do programa
TreeMap 1.0 (PAGE, 1994). Essa analise consiste na reconciliacdo das
filogenias dos hospedeiros e parasitos, que foram obtidas por inferéncia
Bayesiana, considerando quatro tipos de eventos: coespeciacdo, troca de
hospedeiros, duplicagdo ou especiacdo intra-hospedeiro e extingdo da
linhagem parasita. Utilizando o critério de parcimbnia, o programa tenta explicar
as diferencas entre as duas filogenias postulando o menor nimero possivel de
eventos. Um teste de aleatorizacdo (n=1000) foi realizado para avaliar o
namero de eventos necessarios para compatibilizar as duas filogenias é
significativamente diferente do que seria 0 esperado em uma distribuicdo ao
acaso.

Para essa andlise, foram avaliadas as relacbes entre (i) analise
Bayesiana dos haplétipos dos hospedeiros e a andlise Bayesiana do fragmento
COl dos parasitos; (i) analise Bayesiana dos haplétipos dos hospedeiros e o

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

2.6 REDE DE HAPLOTIPOS E ANALISE DE SINAL FILOGENETICO

Para avaliar as relacdes evolutivas entre haplétipos de hospedeiros e
parasitos, foram construidas redes de haplétipos com o auxilio do programa
TCS 1.2.1 (CLEMENT et al.,, 2000). Com o intuito de entender a distribuicéo
dos haplétipos de parasitos entre os haplotipos de hospedeiros, as frequéncias
dos haplétipos de parasitos, em cada haplotipo de hospedeiro, foram indicadas
e graficamente plotadas. Uma regressao linear foi aplicada para excluir os
efeitos de abundancia dos haplotipos.

Para testar a significAncia das relagcbes visualizadas na rede de
haplotipos dos hospedeiros, foi realizada uma analise de sinal filogenético
implementada na funcao phylosignal do pacote picante (KEMBEL et al., 2010)

no ambiente R (http://www.r-project.org/). A analise de sinal filogenético € uma
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medida quantitativa do grau no qual a filogenia prevé similaridades ecolégicas
entre as espécies. A estatistica K € uma medida do sinal filogenético que
compara o sinal observado de uma caracteristica com o sinal esperado pelo
modelo Browniano de evolucdo de caracteristicas em uma filogenia
(BLOMBERG et al., 2003). Os valores de K proximos a 1 correspondem a um
processo de movimento Browniano, que indica algum grau de sinal filogenético
ou conservagdo da caracteristica entre grupos filogeneticamente préximos.
Valores de K préximos a 0 correspondem a um padrao de evolucéo aleatoria; ja
valores maiores do que 1 indicam forte sinal filogenético. A significancia
estatistica (p) de K pode ser avaliada comparando o padrao observado com um
modelo nulo, no qual os terminais da arvore sdo aleatorizados (KEMBEL,
2010). Para este estudo utilizou-se a filogenia dos parasitos gerada pela
analise Bayesiana das sequéncias de COIl e a caracteristica, cujo sinal
filogenético foi avaliado, foi o haplétipo do hospedeiro em que cada parasito foi

encontrado.

2.7 RECONSTRUCAO DA HISTORIA DEMOGRAFICA

Os modelos de evolucdo molecular sugeridos pelo programa jModelTest
1.1 para CytB dos hospedeiros e COI dos parasitos também foram usados na
andlise de reconstrucdo da histéria demografica dessas populacbes. O
relacionamento filogenético baseado nessas sequéncias foi inferido por anélise
Bayesiana implementada no programa BEAST 1.7. Valores de probabilidade
posterior foram estimados com dados nao particionados, quatro corridas
independentes com 10,000,000 de geracbes, amostragem a cada 1,000
arvores, “burn-in” de 1,000 arvores e frequéncia 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
milhdes de anos estimada por Ornelas-Garcia 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 Australia. Essas

taxas foram usadas para inferir as datas de divergéncia de clados de espécies
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com base em um modelo de relégio molecular fixo implementado no programa
BEAST 1.7. A histéria demografica das populagdes foi inferida por coalescéncia
Bayesiana (“Bayesian skyline plots”) utilizando os programas BEAST 1.7 e
Tracer 1.5. A possivel ocorréncia de mudancas na histéria demogréafica das
populacdes de hospedeiros e parasitos foi também avaliada pela analise das
diferencas pareadas (mismatch distribution) através do programa DnaSP 5.0
(LIBRADO E ROZAS, 2009).
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3 RESULTADOS

3.1 PROCESSAMENTO MORFOLOGICO DOS PARASITOS E ABUNDANCIA

Espécimes de parasitos encontrados nas branquias de C. pterostictum e
C. lanei foram submetidos a um estudo morfolégico através da montagem de
laminas em meio de Hoyer para clarificacdo, e coloragdo em tricromico de
Gomori, para a observacéo das partes moles do corpo (HUMANSON, 1979). A
analise morfologica sugere que o parasito se trata de um género novo dentro
de Dactylogyridae (Figura 1). A descricdo da espécie tipo desse género esta
em andamento.

Foram coletados 188 peixes, dos quais apenas 67 (39 de C. pterostictum
e 28 de C. lanei) continham parasitos do Género novo sp.n., totalizando 135
parasitos coletados das branquias. A abundancia de parasitos para cada
espécie de hospedeiro é apresentada na Tabela 2.

TABELA 2 - Dados de abundéancia, prevaléncia e intensidade média do Género novo sp.n.
coletado em hospedeiros C. pterostictum e C. lanei coletados do Rio Marumbi na cidade de

Morretes, Parana, Brasil.

Characidium pterostictum Characidium lanei
Abundancia 3,76 0,5
Prevaléncia 87% 21%
Intensidade 4 >

Média
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FIGURA 1 - Desenho da espécie tipo do Género novo sp.n. encontrado nas branquias de C.
pterostictum e C. lanei. (a) Holétipo ventral; (b) Orgdo copulatério masculino; (c) Barra ventral;
(d) Ancora ventral; (e) Barra dorsal; (f) Gancho; (g) Ancora dorsal.
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Quarenta hospedeiros (25 espécimes C. pterostictum e 15 espécimes de

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

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

correspondendo a C. pterostictum e C. lanei.
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FIGURA 2 - Cladograma enraizado da analise bayesiana baseada no gene CytB, mostrando o

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

e CL correspondem aos hospedeiros C. pterostictum e C. lanei, respectivamente.
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A andlise Bayesiana do relacionamento filogenético das espécies de
Characidium mostra que C. lanei e C. pterostictum sédo espécies irmas, como
demonstra a Figura 3. Individuos de C. pterostictum agruparam com C.vidali
com valor de probabilidade posterior igual a 100%. Este resultado sugere
revisdo na taxonomia e caracteristicas morfolégicas utilizadas na identificacao

desses hospedeiros.

Crenuchus spilurus (HQ289664.1)

Characidium laterale (HQ289685.1)
0.58

Characidium fasciatum (AY791380.1)

1 Characidium lanei (COM062)

Characidium lanei (COMO8T)

Characidium pterostictum (HQ289573.1)

Characidium vidali (AY791388.1)

Characidium pterostictum (COMO020)

Characidium pterostictum (COM272)

FIGURA 3 - Cladograma enraizado da andlise bayesiana baseada no gene CytB, mostrando o
relacionamento filogenético das espécies de Characidium deste estudo. Asterisco (*) indica

sequéncias obtidas do GenBank.

O programa Arlequim 3.11 revelou a existéncia de 17 haplétipos de
peixes (8 haplotipos de C. pterostictum e 9 haplétipos de C. lanei) (Tabela 3). A
partir desses dados, a analise Bayesiana (Figura 4) foi utilizada para construir
uma hipétese filogenética para o relacionamento filogenético desses

haplotipos.
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TABELA 3 - Haplotipos dos hospedeiros C. pterostictum e C. lanei a partir das sequéncias de

CytB.

Hospedeiros

Tombo

Haplétipos

Characidium pterostictum

com148
COMO025
COMO035
COM042
COMO045
COM349
COM344
comz87
comz281
COM273
COM263
COM253
COMO069
COMO052

COMO023
com277
COM261
COM252
COMO030
COMm412
COM367
COMO020
COMO029
Ccom272

COM268

HCP-A

HCP-B

HCP-C

HCP-D

HCP-E

HCP-F

HCP-G

HCP-H

Characidium lanei

COM062
COMO066
COMO084
COMO067
COMO068
CcomM241
COM083
COMO032
COMO063
como87
COMO090
COMO091
COMO092
COMO093

COM196

HCL-I

HCL-J

HCL-K
HCL-L

HCL-M
HCL-N
HCL-O
HCL-P

HCL-Q
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Melanocharacidium sp.

FIGURA 4 - Relacionamento filogenético entre os haplétipos de hospedeiros C. pterostictum e
C. lanei. Os asteriscos (*) indicam os haplétipos onde foram encontrados os parasitos utilizados

neste estudo.

3.2.2. Parasitos
3.2.2.1 Citocromo Oxidase | (COl)

Para as analises moleculares dos parasitos, 28 individuos tiveram 594
pb sequenciados para o gene mitocondrial COI. O resultado da analise

Bayesiana dessas sequéncias pode ser observado na Figura 5.
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Haliotrema aurigae
COr34911
COmZ27 T
COrSg41 2
COm24112
COMIETT
COROEaT 4
COM2E116
COor0z022
CORZ2ET11
COnZ2E71 4
COrO05211
COohdg] 212
COm24111
COm34411
COmOES S
COor2E1149
COMIETT 2
COp25212
COorg1 214
COoh0Ea1 2
COROZ025
COmM27 311
Cohd2811 2
CORO3021
COrOEa13
COROEST10
COM25311

FIGURA 5 - Cladograma enraizado da analise Bayesiana baseada na sequéncia parcial do

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

Os numeros de tombo dos parasitos estéo indicados na topologia.

O programa Arlequim 3.11 revelou a existéncia de 22 haplétipos de

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

parasitos de C. lanei) (Tabela 4).
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TABELA 4 - Haploétipos dos parasitos a partir de sequéncias de COI.

Hospedeiro Tombo Haplétipos

COMO30 -2-1 (C176)
COMO69 -1-10(C173) HGN-A
COMO69 -1- 9 (C172)
COM281 -1- 2 (C446)

COMO030 -2-2 (C177)
COM287 -1-4 (C439) HGN-B
COM261 -1-1 (C301)

COMO69 -1-2 (C165)

COMO030 -2-3 (C178) HGN-C
COMO069 -1-4 (C167) HGN-D
COMO069 -1-8 (C171) HGN-E
Characidium pterostictum COM273 -1-1 (C303) HGN-F
COM253 -1-1 (C329) HGN-G
COM281 -1-6 (C450) HGN-H
COM281 -1-9 (C453) HGN-I
COMO052 -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 aplicacdo dos marcadores/inciadores de ISSR para os

parasitos sdo apresentados nas Figuras 6 e 7.
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FIGURA 6 - Perfil da eletroforese em gel de agarose dos produtos da amplificagdo 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 amplificagdo 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 auxilio do programa Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics), os
fragmentos amplificados foram agrupados de acordo com seu peso molecular,
gerando, para cada individuo e iniciadores, uma matriz binaria de presenca (1)

e auséncia (0), apresentada na Tabela 5.
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TABELA 5 - Matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0) gerada através da analise dos géis
de ISSR 7 e 17899. As letras “P” e “L” ao lado dos numeros de tombo indicam os hospedeiros
C. pterostictum e C. lanei, respectivamente. O simbolo “?” indica que n&o houve amplificagdo

do DNA para um dos marcadores.

Parasito Matriz

036711P 10000000000000001000000000000000000000100010100100
034412P 11111000111011010101100100100100101011110011100100
008313L 1100001010000111001101101007????2?????7?7?7??°???????7?7?7?
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 00001000000000001000000000Q?7?7?7??????????7??7?7?7?7???7?7?
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 numero total de bandas amplificadas pelos dois iniciadores ISSR7 e
17899 foi 50. O dendrograma gerado pela analise 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
estdo distribuidos entre os haplétipos de hospedeiros, usando o método de
‘reconstrucdo do carater ancestral” usando o critério de parcimbnia
(MADDISON, 1995) (Figura 8).

O numero de passos observados na analise ndo € significativamente
diferente de uma distribuicdo obtida ao acaso (P> 0,05), portanto este resultado
sugere que a populacado de parasitos encontra-se distribuida homogeneamente
entre os hapl6tipos dos hospedeiros (Figura 9).
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FIGURA 8 - Reconstrucao do carater ancestral (hapl6tipos de hospedeiros) sobre o cladograma
de cluster ndo enraizado usando o critério de parcimbnia. As cores representam os haplétipos
de hospedeiros HCP-A, HCP-B, HCP-C, HCP-D, HCP-E e HCL-I plotados na filogenia. Os
cédigos HCP sao haplétipos de C. pterostictum e o cédigo HCL representa o haplétipo de C.
lanei. S80 apresentados os valores de bootstrap acima de 50%.
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FIGURA 9 - Avaliagdo da reconstrucdo do carater ancestral por parcimdnia baseado na andlise

“y "

de Cluster dos dados de ISSR. A topologia foi aleatorizada 1000 vezes. Os valores no eixo “x
indicam o nimero de passos evolutivos na topologia da Figura 8. A linha preta representa o
intervalo de confianca (P<0,05) e a seta indica o nimero de passos observados em relagédo a

distribuicao aleatdria dos haplotipos de hospedeiros na topologia da Figura 8.

3.3 ANALISE DE COESPECIAGAO
3.3.1. Hapldtipos de hospedeiros X Individuos parasitas

A reconciliagdo das filogenias dos haplotipos de hospedeiros e dos
parasitos obtidas no programa TreeMap 1.0 esta representada na Figura
10.Um teste de aleatorizacdo das duas filogenias (Figura 11) indica que o
namero de eventos de coespeciacado postulados para explicar a distribuicdo
dos haplotipos de parasitos e seus hospedeiro ndo € significativamente

diferente de uma distribuicao resultante de associa¢gbes ao acaso.
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FIGURA 10 - Padrdo da associacdo dos hospedeiros (& esquerda) e parasitos (a direita)
utilizando filogenias baseadas em inferéncia Bayesiana das sequéncias dos haplétipos dos
hospedeiros e das sequéncias de COIl dos parasitos. As linhas mostram as associaces
parasito-hospedeiro. Os nimeros representam o tombo de cada individuo parasita. HCL =
haplétipo de C. lanei; HCP= haplétipo de C. pterostictum.
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FIGURA 11 - Histograma gerado pelo programa TreeMap dos haplétipos dos hospedeiros e

das sequéncias de COI dos parasitos. O grafico mostra a distribuicdo do nimero de eventos de

coespeciacdo em associacdes aleatorias (n 1000). A flecha indica o numero de
coespeciagoes inferidas pelo programa TreeMap para a associacao haplotipos de hospedeiros-

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

A reconciliacédo da filogenia dos haplotipos de hospedeiros e da filogenia
proveniente da analise de Cluster feita a partir dos dados de ISSR dos
parasitos pode ser observada na Figura 12. Um teste de aleatorizagdo das
duas filogenias (Figura 13) indica que o numero de eventos de coespeciacao
postulados para explicar a distribuicdo dos haplétipos de parasitos e seus
hospedeiros ndo é significativamente diferente de uma distribuicdo resultante

de associag0es ao acaso.
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FIGURA 12 - Padrdo da associacdo dos hospedeiros e parasitos utilizando uma filogenia
baseada em inferéncia Bayesiana das sequéncias dos hapl6tipos dos hospedeiros e
dendrograma baseado em dados de ISSR dos individuos parasitos. As linhas mostram as
associacbes parasito-hospedeiro. Os nimeros representam o tombo de cada individuo

parasita. HCL = haplétipo de C. lanei; HCP= haplétipo de C. pterostictum.
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FIGURA 13 - Histograma gerado pelo programa TreeMap dos haplétipos dos hospedeiros e
dendograma baseado em dados de ISSR dos individuos parasitos. O grafico mostra a
distribuicdo do numero de eventos de coespeciacdo em associagbes aleatérias (n = 1000). A
flecha indica o nimero de coespeciactes inferidas pelo programa TreeMap para a associagdo

haplétipos de hospedeiros-parasitos.
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3.4. REDE DE HAPLOTIPOS E ANALISE DE SINAL FILOGENETICO

A relacéo entre os haplétipos de parasitos € apresentada na Figura 14.

HGN - A
HGN - B
HGN - C
HGN - E
HGN - F
HGN - G
HGN - H
HGN -1

HGN - L
HGN - M
HGN - N
HGN - O
HGN - P
HGN -R
HGN - S
HGN - T

Characidium pterostictum

HGN - U
HGN -V

Characidium lanei

00 CNOEORCCNECONENNN

FIGURA 14 - Rede de haplétipos mais parcimoniosa para o gene COIl dos parasitos. As cores
representam os haplétipos. Os pontos brancos representam as mutacdes que separam 0S
haplétipos. A frequéncia dos haplétipos é representada pelo tamanho dos circulos. Circulos
menores contém apenas um individuo. Os haplétipos HGN — A e HGN — B contém 4 e 3

individuos, respectivamente.
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Os hapldétipos de parasitos revelados pelo programa Arlequin foram

distribuidos na rede de haplétipos de hospedeiros obtida pelo programa TCS

(Figura 15).
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FIGURA 15 - Distribuicdo dos haplétipos de parasitos na rede de haplétipos de hospedeiros

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

haplétipos rachurados significam que naqueles haplétipos de hospedeiros foram encontrados

parasitos, mas estes ndo foram sequenciados e, portanto, ndo é possivel determinar seus

haplétipos. Os haplétipos denominados “vazios” representam hospedeiros onde nado foram

encontrados parasitos.

O resultado da analise de sinal filogenético pode ser observado na

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

sugerindo que o0s espécimes de parasitos estdo distribuidos de forma aleatéria

nos haplétipos de hospedeiros. A regressao linear mostrou que a diversidade

haplotipica esta diretamente relacionada com o tamanho amostral (Figura 17).
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FIGURA 16 - Distribuicdo dos hapl6tipos hospedeiros sobre a topologia dos parasitos.

Filogenia ndo enraizada obtida por inferéncia Bayesiana a partir de sequéncias de COI dos

parasitos. As cores nos terminais representam os haplétipos de hospedeiros.
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FIGURA 17 - Regresséo linear do contraste entre tamanho amostral e diversidade haplotipica

dos hospedeiros. O grafico indica que a diversidade haplotipica estd diretamente relacionada

com o tamanho amostral. Os pontos representam o0s quatro haplétipos de hospedeiros

avaliados pela regresséo.
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3.5. RECONSTRUCAO DA HISTORIA DEMOGRAFICA
3.5.1 Hospedeiros

A reconstrucdo das datas de divergéncia (TMRCA - tempo até o
ancestral comum mais recente) com base nas sequéncias de CytB de C. lanei
e C. pterostictum sugere que essas espécies divergiram ha, aproximadamente,
3.500.000 anos (intervalo de confianca de 95% = 2.750.000—7.000.000 anos)
(Figura 18).
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FIGURA 18 - Cladograma enraizado da anélise Bayesiana baseada no gene CytB, mostrando
o relacionamento filogenético de populagdes de Characidium. Barras horizontais azuis
representam intervalo de 95% de probabilidade da densidade para cada data de divergéncia
obtida pela analise de reldgio molecular. Sdo apresentados valores de probabilidade posterior

acima de 50%.
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A reconstrucdo da histéria demogréfica para C. lanei e C. pterostictum,
inferida por coalescéncia Bayesiana pode ser observada na Figura 19 (a) e (b).
Esta andlise sugere que houve um declinio populacional de C. lanei e C.
pterostictum h4, aproximadamente 150.000 anos e uma expanséo populacional
ha, aproximadamente, 40.000 anos (Fig. 19 a, b). A frequéncia das diferencas
pareadas para o gene CytB dos dois hospedeiros corrobora o resultado da
coalescéncia Bayesiana, mostrando que as populagbes encontram-se em

expansao (Fig. 19 c, d).
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FIGURA 19 - Reconstrucdo da histdria demogréfica e populacdes de Characidium. Os gréficos
(&) e (b) representam a reconstru¢do bayesiana da historia demogréafica das populagdesC.
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 graficos
(c) e (d) representam a frequéncia das diferencas pareadas para o gene CytB dos hospedeiros
C. lanei (c) e C. pterostictum (d). A linha continua indica o padrdo de expansédo populacional

esperado para essas sequéncias e a linha tracejada mostra o padréo observado.
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3.5.2 Parasitos

A Figura 20 representa a reconstrucao das datas de divergéncia (tempo
até o ancestral comum mais recente — TMRCA) para os parasitos, inferida com
o programa BEAST com base nas sequéncias do gene mitocondrial COI.
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FIGURA 20 - Cladograma enraizado da analise 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 divergéncia obtida pela
analise de relégio molecular. Sdo apresentados valores de probabilidade posterior acima de
50%.

O gréfico da reconstru¢cdo da historia demogréfica para os parasitos
obtido através da andlise de coalescéncia bayesiana pode ser observado na
Figura 21a. Esta analise sugere que a expansao populacional dos parasitos de
C. lanei e C. pterostictum ocorreu na mesma época ha, aproximadamente,
50.000 anos. A frequéncia das diferencas pareadas para o gene COI corrobora
o resultado da coalescéncia bayesiana mostrando, que a suprapopulacédo de

parasitos encontram-se em expansao (Fig. 21b).
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FIGURA 21 - Reconstrucao da historia demografica da suprapopulacédo do Género n. sp. n.. O
grafico (a) representa a reconstrucdo bayesiana da historia dos parasitos. A linha escura
representa o tamanho efetivo populacional médio (Ne); as linhas azuis representam intervalo
de 95% de probabilidade da densidade. O gréfico (b) representa a frequéncia das diferencas
pareadas para o gene COIl. A linha continua indica o padrdo de expansao populacional

esperado para as sequéncias e a linha tracejada mostra o padrao observado.
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4 DISCUSSAO

Este estudo buscou compreender a estrutura genética de uma
suprapopulacédo de parasitos Dactylogyridae de branquias em um contexto em
que uma Unica espécie de parasito ocorre em dois hospedeiros sintopicos e
filogeneticamente proximos. Ele permitiu, ainda, testar hipOteses propostas
para processos de especiacado adaptativos e suas causas em Gyrodactylidae,
uma vez que estes organismos pertencem a mesma classe mas possuem
estratégias de transmisséo distintas. Em sintese, o estudo permitiu avaliar se a
transmissdo continua (ndo presente em Dactylogyridae) representa, de fato,
uma inovacdo chave que explica a alta taxa de diversificacdo observada em
Gyrodactylidae.

Tanto dados ecoldgicos quanto moleculares sugerem que a espécie de
parasito, alvo deste estudo, mostra maior associacdo pela espécie hospedeira
C. pterostictum. Nessa espécie de hospedeiro, a abundancia de parasitos €
maior (3,76) do que a observada em C. lanei (0,5) e os valores de prevaléncia
e intensidade média de infestacdo também suportam esta afirmacéo. A analise
dos dados moleculares mostram que Género novo sp.n. ndo apresenta
nenhuma evidéncia de possuir linhagens genéticas especializadas para cada
uma das espécies hospedeiras, como sugerido por Bueno-Silva et al. (2011)
para uma espécie de Gyrodactylidae. N&o existem evidéncias de
especializacdo de haplotipos de parasitos por haplétipos de peixes, como
mostrado na andlise de coespeciacdo e também de sinal filogenético. O
resultado da analise de reconstrucdo de carater ancestral sobre o dendograma
de dados de ISSR também indicou que a distribuicdo dos parasitos em seus
hospedeiros foi ao acaso. Portanto, os espécimes de parasitos estdo
distribuidos de forma aleatoria nos haplotipos de hospedeiros, mas apresentam
uma evidente associagdo com C. pterostictum. NA&o existe qualquer evidéncia
de especializacdo de linhagens de parasitos as linhagens de C. pterostictum e
a presenca de Género novo sp. n. sobre C. lanei € provavelmente fortuita.
Suporte adicional para essas conclusées é dado pelo fato de que apenas C.
lanei apresenta haplotipos ndo parasitados (Figura 14).

Os dactilogirideos 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 oncomiracidio, perde os cilios e
desenvolve-se em um jovem animal. Aparentemente, se fixado sobre um
hospedeiro inadequado, o parasito morre ou, pelo menos hipoteticamente,
sofre pressoes fisiologicas e imunoldgicas negativas que podem causar sua
morte ou mesmo reduzir a capacidade de realizar funcdes bioldgicas
fundamentais (e.g. reproducao). O fato de existirem haplétipos ndo parasitados
de C. lanei (ao contrario do que ocorre com C. pterostictum) sugere a
ocorréncia de selecdo negativa sobre parasitos que se estabelecem nessa
espécie hospedeira.

Portanto, os resultados disponiveis sugerem que a hipétese nula desse
estudo deva ser aceita parcialmente. Ao contrario do que ocorre em
Gyrodactylidae, a transmissdo limitada a fase larval de oncomiracidio nao
favorece o0 processo de adaptacdo divergente de Dactylogyridae em
hospedeiros compativeis sintopicos. Ao contrario do que foi estabelecido na
hipétese nula, entretanto, Género n. sp. n. estudado aqui, ndo utiliza as
espécies de hospedeiros de forma indiscriminada.

Parasitos que possuem transmissdo apenas durante a fase larval
localizam seus hospedeiros através de estimulos quimicos (KEARN 1967,
1988). Desdevises et al. (2002a) acreditam que interacdes quimicas podem ser
consideradas determinantes na especificidade por hospedeiro que favorecem
um cenario de coadaptacdo. Estudo recente com Lamellodiscus
(Monogenoidea, Diplectanidae) mostrou que espécies generalistas estdo sob
processo de especializacdo em seus diferentes hospedeiros, 0 que pode levar
a especiacao (POISOT E DESDEVISE, 2010).

Ao contrario do que foi observado em Lamellodiscus, que depende da
transmissao por oncomiracidios, como a espécie desse estudo, e em espécies
de Gyrodactylus, cujas espécies apresentam transmissao continua ao longo de
sua vida, a espécie estudada ndo apresentou evidéncia de especializacdo
divergente em espécies de Characidium sintdpicas. O cenario observado por
varios estudos que buscam compreender a dindmica das espécies de
Gyrodactylus (e.g. ZIETARA E LUMME, 2002; BOEGER et al., 2003, 2005;
HANSEN et al., 2003; MEINILA et al., 2004; BUENO-SILVA et al., 2011a) esta
representado pela Figura 22a. Em Gyrodactylidae, ao contrario da maioria das
espécies de Monogenoidea, a transmissao de parasitos dessa familia se da
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através dos estagios pré-adulto e adulto, sendo continua ao longo de seu ciclo
de vida (BOEGER et al., 2003). Assim, um girodactilideo 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 transmisséao,
colonizar um hospedeiro com o0 qual apresente maior compatibilidade (i.e.
hospedeiro adequado) (vide Figura 22 a).

Os dois outros cenérios (Figura 22 b, c) representam parasitos com larva
ciliada (oncomiracidio) no ciclo de vida, como Género n. sp. n. O cenario
apresentado na Figura 22 b indica uma condicao na qual os parasitos exploram
os dois hospedeiros de forma indiscriminada, como proposto na hipotese nula
desse estudo. Ja o cenario indicado na Figura 22 ¢ sugere uma condi¢cdo na
qual as larvas de parasitos adaptados a uma das espécies de hospedeiro
podem encontrar um outro hospedeiro compativel (mas ndo necessariamente
adequado) e sofrer as pressdes de selecdo negativa como descritas acima.
Com base nos resultados obtidos no presente estudo, o padrédo descrito pelo
cenario da Figura 22 ¢ é o que mais se aproxima das associacdes estudadas
agui.

A maior aparente afinidade do Género novo. sp.n. pela espécie C.
pterostictum pode ser consequéncia de um vinculo histérico desse parasito por
esse hospedeiro. Esse vinculo pode representar uma histéria em comum mais
antiga, e a baixa afinidade por C. lanei pode ter relagdo com a origem do
parasito em C. pterostictum refletir eventos de coespeciacdo ou de especiacdo
seguida por troca de hospedeiro.

A andlise da histéria demogréfica das trés espécies envolvidas (os dois
hospedeiros e o parasito) indica que a diversificagdo dos hospedeiros (Figura
18) ocorreu ha, aproximadamente, 1.000.000 de anos e isso pode estar
relacionado com fatores climaticos ou geolégicos. Bueno-Silva (2011b) também
observou eventos de expansédo demografica em populacdes 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 mudancas climaticas drasticas durante o Pleistoceno (época entre
10,000 e 1.800.000 anos atras) podem ter exercido forte influéncia na
distribuicdo e flutuacdo demografica de espécies de peixes em varias regides

do mundo.
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e “

Transmissao por oncomomiracidio - padrdo 1

Transmissdo por oncomomiracidio - padrao 2

FIGURA 22 - Modelo esquemaético dos tipos de transmissdo e Monogenoidea. (a) Parasitos
com transmiss&o continua como € o caso dos Gyrodactylidae viviparos. Os parasitos exploram
os dois hospedeiros sintépicos da mesma maneira e sdo capazes de realizar troca de
hospedeiro, uma vez que ndo estejam em seus hospedeiros adequados. (b) Padréo 1
esperado para parasitos com larvas ciliadas livre natantes no ciclo de vida. Os parasitos
utilizam os hospedeiros sintépicos da mesma maneira, mas ao contrario dos Gyrodactylidae,
nao sdo capazes de trocar de hospedeiro uma vez estabelecidos nas branquias. (c) Padréo 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 pressfes de sele¢cdo negativa e sdo eliminados. (A) e (B)
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representam conjuntos de linhagens especificas de parasitos por um ou outro hospedeiro, ou

ambos.

O litoral do Parana apresenta evidéncias de ter sofrido eventos de
flutuac&o no nivel do mar relacionados a ultima era glacial (Figura 23) e esses
eventos podem ter exercido grande influéncia nas populagbes de peixes das
bacias locais. Tanto a suprapopulacdo de parasitos quanto as populagdes das
duas espécies de peixes comecaram a sofrer inicio de declinio populacional ha,
aproximadamente, 150.000 anos, provavelmente associado com o inicio do
periodo glacial. Bueno-Silva (2011b) sugere que retracbes e expansdes
populacionais em Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp. estdo associadas,
respectivamente, com periodos glaciais e interglaciais entre o final do
Pleistoceno e parte do Holoceno (entre 5.000-250.000 anos atras) o que

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

FIGURA 23 - Representacdo esquematica da variacdo do nivel do mar na costa paranaense
nos ultimos 120.000 anos. O circulo indica a localizagédo da costa litorAnea no mapa do Estado
do Parana. No primeiro periodo (a), ha 120.000 anos, o nivel do mar estava 8 metros acima do
atual. A planicie costeira praticamente néo existia e a linha de costa estava localizada quase no
sopé da Serra do Mar. A seguir (b) o mar desceu até alcancar um nivel de, aproximadamente,
120 metros abaixo do atual ha 18.000 anos, maximo do (ltimo periodo glacial, formando
extensas planicies costeias sulcadas por rios. Nesta época alinha da costa paranaense
localizava-se a mais de 100 km a leste da costa atual. Apds o pico do ultimo periodo glacial (c)
as geleiras derreteram e 0 mar subiu rapidamente até alcancar um nivel de 3m acima do atual,
h& cerca de 5,600 anos. Neste periodo, a linha de costa se localizava entre 2km e 5km mais
para o interior em relacéo a costa atual. Apds esse periodo, 0 mar desceu até alcancar o nivel

atual.

FONTE: Projeto “Sitios Geoldgicos e Paleontolégicos do Parana” 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 atencao para a
diferenca nos padrdes observados. O autor observou expansao demogréfica,
sem evidéncia 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 expansao
demografica em diferentes suprapopulacdes de parasitos de bacias localizadas
no litoral, sugerindo que os eventos de flutuacdo do nivel do mar tiveram
grande influéncia na estrutura de populacdes de peixes e seus parasitos
nesses locais.

Concluindo, a espécie de parasito estudada apresenta maior associa¢cao
pela espécie hospedeira C. pterostictum, mas quando se analisa a sua
distribuicio em haplétipos de hospedeiros, esses parasitos ocorrem
aleatoriamente e inclusive podem parasitar (com menor ocorréncia) haplétipos
de C. lanei. Isso sugere que essa associacdo acontece casualmente e esse
parasito provavelmente nao possui associagéo histérica com C. lanei.

Assim, padrbes na distribuicio e estruturacdo de parasitos
Gyrodactylidae e Dactylogyridae e os processos que levaram a esse fim (e.g.
diferencas no ciclo de vida e transmissao) diferem de forma significativa. A
transmissdo continua parece representar uma inovacdo chave dos

girodactilideos viviparos e € suportada pelos dados deste estudo.
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