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Diversidade, especificidade e estrutura genética populacional de parasitos
diplostomideos em peixes dulcicolas neotropicais

RESUMO

Espécies de Diplostomoidea (Digenea) sdo relatadas como sendo cosmopolitas. Entretanto,
suas reais diversidade e especificidade podem estar mascaradas por classificagdes
incorretas na identificacdo taxonémica. O gene COX1 foi utilizado como ferramenta para a
discriminagdo das espécies destes parasitos com o objetivo de avaliar a diversidade de
diplostomideos presentes nos olhos dos peixes, distribuidos em quatro ordens
(Characiformes, Gymnotiformes, Perciformes e Siluriformes), na planicie de inundacéo do
alto rio Parana. Testou-se a hipotese de especificidade ao hospedeiro, predizendo-se de que
a maioria das espécies encontrada teria distribuicdo especifica para o peixe hospedeiro e o
sitio de infeccdo explorado (micro-habitat). Seis espécies foram caracterizadas
molecularmente e demonstraram especificidade ao hospedeiro, com nitida particdo de nicho
quanto a distribuicdo dos parasitos entre os hospedeiros, onde as espécies encontradas
explorando o humor vitreo ndo ocorrem concomitantemente nas espécies de peixes.
Concluiu-se que as metacercarias sdo especificas ao recurso explorado (espécie de
hospedeiro e micro-habitat) e que existem espécies cripticas na area. Além disso, a
adaptacdo local da populacdo de Austrodiplostomum ostrowskiae foi analisada em cinco
ambientes na América do Sul, sendo dois na Bacia Amazonas (lquitos, Peru e Manaus,
Brasil), dois na Bacia Parana (Porto Rico, Brasil e Santa Fé, Argentina) e um ambiente de
cultivo (Palmas, Tocantins). Uma espécie amplamente distribuida nos peixes da América
do Sul, Austrodiplostomum ostrowskiae, foi utilizada para testar a hipotese de adaptacéo
local, analisando a existéncia de fluxo génico dos parasitos entre diferentes hospedeiros
presentes em cinco ambientes (dois na Bacia Amazonas: lquitos, Peru e Manaus, Brasil;
dois na Bacia Parand: Porto Rico, Brasil e Santa Fé, Argentina; e um ambiente de cultivo:
Palmas, Tocantins). A estrutura genética populacional de A. ostrowskiae foi avaliada, em
escala regional e continental, por meio de uma Anélise de Variancia Molecular (AMOVA).
N&o houve estruturagdo genética, uma vez que as mutacdes presentes na regido COX1
estavam aleatoriamente distribuidas entre os hospedeiros e os locais analisados,
provavelmente pelo baixo tempo evolutivo destas alteragdes. Além disso, caracteristicas do
ciclo de vida alogénico e a migracdo dos hospedeiros definitivos podem estar influenciando
nesta distribuicdo. As associacOes parasito-hospedeiro parecem ser recentes (baixo tempo
evolutivo), o que pode ser demonstrado pela alta diversidade haplotipica e baixa
diversidade nucleotidica, distribuidas entre as subpopulacbes amostradas. As
subpopulacdes de parasitos amostrados nas bacias hidrograficas estudadas correspondem a
uma unica metapopulacéo, de distribuicdo continental.

Palavras chave: Diplostomoidea. América do Sul. Peixes dulcicolas. COX1. Host Switch.
Ecological Fitting. Metapopulacéo.



Diversity, specificity and populational genetic structure of diplostomoid
parasites from the neotropical freshwater fishes

ABSTRACT

Diplostomoidea species are related as cosmopolitan, however their real diversity and
specificity may be covered by identification mistakes. The CO1 gene was used to identify
the parasite species, aiming to analyze the diversity of the diplostomoid found on the fish's
eyes and to examine the population local adaptation of Austrodiplistomum ostrowskiae on
South America. It was tested the host specificity hypothesis, predicting that most of the
species observed would present a strong specific distribution to the fish host and to the
micro-habitat explored was tested. Six species were molecularly characterized and they
demonstrated specificity to the host, to the explored resource or to both of them. The
parasite distribution among the studied hosts demonstrated a niche partition between the
specialist species on the vitreous humor resources, not occurring co-occurring on the same
niche. It was concluded that the metacercariae are specific to the explored resource, that
there are cryptic species on the area and that ecological factors may direct the host switch in
some parasite groups. A parasite species widely distributed on fishes from South America
was used to test the local adaptation hypothesis, analyzing the existence of the parasite gene
flux between different hosts of these areas. The population genetic structure of A.
ostrowskiae was evaluated, on regional and continental scale, by a Molecular Variance
Analysis (AMOVA). There was not a genetic structure, especially due to the allogenic life
cycle particularities and to the migration of the definitive hosts. The host-parasite
interactions appear to be recent (with low evolutionary time), which can be demonstrated
by high haplotype diversity and low nucleotide diversity, distributed among
subpopulations. The parasites subpopulations sampled on the studied hydrographic basins
correspond to a single metapopulation, of continental distribution.

Keywords: Diplostomoidea. South America. COX1. Freshwater Fishes. Host Switch.
Ecological Fitting. Metapopulation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A regido Neotropical apresenta alta diversidade de espécies animais e vegetais,
propiciada pela grande variedade de microclimas e pela consequente formagdo dos mais
variados habitats. O Brasil € o maior pais desta regido e tem uma fauna de peixes de agua
doce extremamente diversificada. Segundo Levéque et al. (2008) somente em relagéo aos
peixes dulcicolas, este apresenta mais de 4.000 espécies descritas (31% da diversidade
mundial), sendo que, aproximadamente, 2.590 espécies foram registradas somente em
territdrio brasileiro (BUCKUP; MENEZES; GHASSI, 2007).

Os peixes de aguas interiores sdo um importante recurso natural, devido, em
especial, a sua comercializacdo e utilizagio como recurso alimentar (SANTOS;
FERREIRA; ZUANON, 2006). Apesar desta alta gama de possiveis hospedeiros, 0s
estudos parasitolégicos incluem somente uma pequena porcdo desta diversidade ictica
(EIRAS et al., 2011).

Os parasitos sdo extremamente importantes para a dindmica das comunidades
parasitarias. Minchella e Scott (1991) ressaltam a importancia destes organismos dentro do
sistema:

“Parasitos sdo onipresentes, apesar de muitas vezes invisiveis. Eles se
movem pela teia tréfica e podem formar grande parte da biomassa dos
individuos hospedeiros; eles impdem demandas energéticas a seus
hospedeiros, alteram seu comportamento, frequentemente aumentam sua
taxa de mortalidade e diminuem sua taxa de natalidade; eles afetam seu
estado nutricional e seu crescimento e tém se mostrado capazes de alterar
o resultado da competicdo intra e interespecifica; eles podem aumentar a
suscetibilidade do hospedeiro a predacdo, influenciar na sua escolha do
parceiro e aumentar a proporcao entre os sexos na populacdo. Em outras
palavras, hd uma miriade de formas pelas quais os parasitos influenciam a
dindmica da populacdo de hospedeiros. Por extrapolagdo direta, eles
devem influenciar a abundéncia e diversidade de organismos no
ambiente” (MINCHELLA; SCOTT, 1991, p. 250).
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Portanto, os parasitos normalmente atuam em seus hospedeiros com um “duplo
sentido”, modificando o comportamento ou a forma do hospedeiro intermediério (presa)
tornando a predagdo mais facil e incrementando a transmissdo do parasito ao proximo
hospedeiro (POULIN, 2007). Esta estratégia é viavel aos participantes da interacdo ja que
propicia a continuidade do ciclo de vida do parasito e ocasiona uma economia energética na
captura de presas (quando infectadas tornam-se suscetiveis a predacdo) pelo hospedeiro
(predador), sendo o incremento energético no hospedeiro definitivo maior que o custo do
parasitismo (LAFFERTY, 1992; LAFFERTY; MORRIS, 1996).

Os altos indices de infecgdo parasitaria encontrados em peixes se devem as
peculiaridades do meio aquatico, que facilitam a propagacdo, reproducdo e
complementacdo do ciclo de vida dos parasitos, sendo de relevante importancia para sua
sobrevivéncia (MALTA, 1984). Apesar da alta diversidade de parasitos com potencial
patogénico, em ambientes naturais, 0s peixes raramente demonstram sinais clinicos
evidentes (BACHMANN et al., 2012), entretanto, isto pode ser uma consequéncia da
predacdo dos individuos mais debilitados.

Entre 0s metazoarios parasitos mais comuns em peixes encontram-se 0S
digenéticos, com aproximadamente 24.000 espécies, muitas das quais ainda ndo descritas
(POULIN; MORAND, 2004). Estes sdo parasitos do Filo Platyhelminthes que se
caracterizam por possuir ciclo de vida bastante complexo, tendo, no minimo, dois
hospedeiros, o intermediario, onde ocorrem as fases larvais e a reproducdo assexuada, e 0
definitivo, no qual se encontram os adultos que realizam reproducéo sexuada. Os primeiros
hospedeiros intermediarios sdo representados, quase sempre, por moluscos, 0s segundos
podem ser anfibios e peixes, e o definitivo pode ser um peixe ou uma ave piscivoros

(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2002). Geralmente, os digenéeticos apresentam
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especificidade por determinados tecidos em seus hospedeiros, sendo que alguns podem
ocorrer em uma Unica espécie de hospedeiro ou espécies proximas (mesmo Género ou
Familia) (especialistas) ou possuir uma ampla gama de hospedeiros, que podem inclusive
pertencer a taxons filogeneticamente distantes (generalistas) (EIRAS et al., 2011).

Entre os digenéticos mais comuns, elencam-se os pertencentes a Superfamilia
Diplostomoidea Poirier, 1886, denominados comumente de diplostomideos. Metacercérias
de Diplostomidae parasitam peixes de agua doce, em especial tecidos nervosos (olhos e
cérebro), e apresentam problemas na identificacdo especifica, em especial devido ao
pequeno namero de caracteres morfoldgicos.

As espécies desta familia tém distribuicdo cosmopolita, sendo registradas em
peixes na Asia, Europa, Africa, América do Norte e América do Sul (NIEWIADOMSKA,
1996; CHIBWANA; NKWENGULILA, 2010). Nesta fase de desenvolvimento, estes
parasitos sdo conhecidos como eye flukes (vermes do olho) e infectam vérias regides dos
olhos de peixes, tais como retina, cristalino (lentes) e humor vitreo e aquoso
(NIEWIADOMSKA, 1996) (Fig. 01), podendo ser encontrados em diferentes intensidades
de infeccdo devido ao efeito cumulativo ocasionado pela idade (MARCOGLIESE;
COMPAGNA, 1999). Algumas espécies deste grupo demonstram uma crescente ampliacéo
na gama de hospedeiros utilizados, indicando baixa especificidade (YAMADA et al., 2008)
e alta abundancia (MACHADO; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2005) em algumas regides

brasileiras.
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Figura 01 — Corte transversal de olho de peixes e as regifes analisadas quanto a presenca de
metacercarias de diplostomideos. Adaptado de

http://www.katembe.com.pt/visao_dos_peixes.pdf pelos autores.

Uma espécie em especial, Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928) (=
Diplostomum (Austrodiplostomum) compactum) (Digenea: Diplostomidae) teve sua baixa
especificidade ressaltada por Takemoto et al. (2009), que registraram nove espécies de
peixes na planicie de inundagdo do alto rio Parand como hospedeiros: Hoplias aff.
malabaricus (Bloch, 1794), Satanoperca pappaterra (Heckel, 1840), Plagioscion
squamosissimus (Heckel, 1840), Creniclicha britskii Kullander, 1982, Cichla kelberi
Kullander & Ferreira, 2006, Cichlasoma paranaense Kullander, 1983, Hypostomus regani

(Ihering, 1905), Schizodon borellii (Boulenger, 1900) e Auchenipterus osteomystax
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(Miranda-Ribeiro, 1918). Entretanto, a identificagho das formas larvais de
Austrodiplostomum ainda é obscura, principalmente na América do Sul (GALAZZO et al.
2002; NIEWIADOMSKA 2005). Em um estudo recente sobre diversidade de metacercarias
desta Familia em peixes do Canada, Locke et al. (2010a) distinguiram 12 espécies
morfologicamente similares com a utilizacdo de ferramentas moleculares, isto é, o que
antes era considerado um parasito generalista (capaz de infectar alta gama de hospedeiros)
passou a ser um conjunto de espécies cripticas especialistas. A mesma diversidade criptica
pode estar ocorrendo com Austrodiplostomum nas bacias hidrograficas da América do Sul.

A existéncia de espécies cripticas ocorre devido a alta similaridade morfoldgica e
parece ser amplamente distribuida entre os metazoarios e as regifes geograficas
(PFENNINGER; SCHWENK, 2007). Segundo Bickford et al. (2007), estas podem ser
definidas como sendo duas ou mais linhagens distintas que sdo classificadas como uma
Unica espécie, devido a falta de diferencas morfoldgicas marcantes. Quando reveladas, estes
complexos de espécies podem ampliar a visdo cientifica a respeito da biodiversidade e
biogeografia, do ciclo de vida, da teoria evolutiva e das interaces ecolégicas (BICKFORD
et al., 2007).

O reconhecimento de espécies cripticas permite uma estimativa mais precisa sobre
a diversidade dos parasitos, um indicador bioldgico da riqueza de espécies em comunidades
de hospedeiros de vida livre (HUDSON; DOBSON; LAFFERTY, 2006), inclusive
naquelas que utilizam o mesmo nicho, tanto em termos de sitio de infec¢cdo quanto em
recurso utilizado.

A necessidade de uma correta identificacdo especifica destes parasitos é urgente,
uma vez que a patogenia, 0 monitoramento e as medidas de controle podem variar entre as

especies (CHAPPELL, 1995). Além disso, a correta identificacdo € importante em estudos
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que lidam com suscetibilidade e resisténcia (KARVONEN et al., 2004 a, b; 2005),
infectividade (VOUTILAINEN; TASKINEN, 2009), manipulacdo dos hospedeiros
(RINTAMAKI-KINNUNEN et al., 2004; SEPPALA; KARVONEN; VALTONEN, 2005 a,
b; 2006), genética populacional (RAUCH; KALBE; REUSCH, 2005) e biologia evolutiva
(RAUCH; KALBE; REUSCH, 2006; 2008), especialmente quando multiplas espécies,
cripticas ou ndo, podem infectar um dnico sitio dentro de um Unico hospedeiro.

A identificacdo das espécies de diplostomideos € dificil em todos os estagios de
seu ciclo de vida, mas, principalmente, para metacercarias (NIEWIADOMSKA;
SZYMANSKI, 1991; NIEWIADOMSKA; NIEWIADOMSKA-BUGAJ, 1995). A
morfologia per se varia com a idade e a espécie de hospedeiro e ndo é capaz de discriminar
as espécies (GRACZYK, 1992). Como consequéncia direta da variabilidade morfoldgica,
inimeros registros anteriores de diferentes espécies de diplostomideos em peixes estdo
baseados em identificacdes incorretas (NIEWIADOMSKA, 1996). Estes fatos enfatizam a
importancia dos estudos sobre a identificacdo especifica e a ocorréncia destes parasitos em
seus organismos hospedeiros.

Segundo Locke, McLaughlin e Marcogliese (2010 b), a identificacdo (ou
discriminagdo) especifica das metacercarias de diplostomideos ndo pode ser realizada
baseada somente na morfologia. Neste contexto, a utilizacdo de técnicas de biologia
molecular torna-se imprescindivel para a correta separacdo e conexdo entre as fases do
ciclo de vida, metacercarias e adultos, observadas em varios organismos hospedeiros.

Dados moleculares tém sido utilizados como alternativa para a identificacdo de
especies (LOCKE et al., 2010 a, b). Ao contrario da morfologia, as sequéncias de DNA

podem ser utilizadas para identificar especies em todos os estagios de desenvolvimento,
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uma grande vantagem para estudar parasitos com ciclos de vida complexos (CRISCIONE;
POULIN; BLOUIN, 2005).

Genes mitocondriais tém sido utilizados para facilitar as analises moleculares das
relacbes filogenéticas entre diferentes espécies e com variacdo genética (intra e
interespecifica) de parasitos (LAWTON et al., 2011). As sequéncias da regido do gene do
citocromo oxidase | (COX1) do DNA mitocondrial de trematddeos, por serem mais
variaveis do que regides de marcadores nucleares (regido do espacador transcrito interno do
DNA ribossomal - ITS), podem fornecer um maior nimero de marcadores Uteis para
identificacdo especifica (VILAS; CRISCIONE; BLOUIN, 2005). O primeiro fragmento do
gene COX1, com 650 pares de bases (pb), tem sido amplamente utilizado como um DNA
Barcodes (codigo de barras), uma abordagem que tem se provado Util para discriminar
espécies em taxa superiores (HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003;
FREZAL; LEBLOIS, 2008). Moszcynska et al. (2009) desenvolveram primers especificos
para replicar a regido Barcodes do citocromo oxidase 1 em diplostomideos e apresentaram
dados preliminares demonstrando que as sequéncias obtidas foram Gteis para discriminar
espécies congenéricas em Diplostomoidea, e que a utilizacdo desta regido permite resolver
questdes sobre a diversidade de espécies, a distribuicdo geogréafica e a especificidade de
cada espécie. Além disso, sequéncias curtas da regido do gene do COX1 do DNA
mitocondrial, chamadas de “mini-barcodes”, podem ser utilizadas para distinguir parasitos
da mesma familia e, na maioria dos casos, em espécies (MEUSNIER et al., 2008).

InteracOes parasito-hospedeiro podem ocorrer em populacdes subdivididas que
trocam genes em ambientes heterogéneos. Este fato pode levar a interaces complexas
entre processos intra e interpopulacionais ao longo do tempo e do espago (THOMPSON,

1994), uma vez que dentro da hipdtese coevolutiva, hospedeiros e parasitos experienciam
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eventos de evolucdo concomitantes (BROOKS, 1979), gerando padrfes de adaptacdo dos
parasitos a hospedeiros locais (EBERT; HAMILTON, 1996).

A teoria de adaptacdo local postula que a estrutura populacional espacial de
parasitos e hospedeiros, suas taxas de dispersdo e diferencas na demografia direcionam a
coevolucdo hospedeiro-parasito formando um mosaico geogréfico de pontos com altas e
baixas taxas coevolutivas (hotspots e coldspots) (THOMPSON, 1994; LIVELY, 1999;
KING et al., 2009). Uma das predi¢des desta teoria é que 0s parasitos sao geralmente mais
adaptados a populacéo de hospedeiros local se a taxa de migracao dos parasitos é maior do
que a taxa de migracdo de seus hospedeiros (GANDON et al., 1996). Isto ocorre, pois a
migracdo traz para a populacéo de parasitos locais novos alelos que promovem adaptacao a
novos alelos de resisténcia dos hospedeiros.

Altos fluxos génicos conduzem a mistura e dispersdo de alelos locais vantajosos
tornando a resposta a selecdo vagarosa (LOUHI et al., 2010), demonstrando ter um
importante papel na dispersdo e na persisténcia de alelos resistentes a drogas entre as
populagdes de parasitos (ROPER et al., 2003). Em outras palavras, diferengas nas taxas de
dispersdo do hospedeiro e do parasito podem, em grande parte, determinar as taxas de
mudanga nos genes de hospedeiros e parasitos que estdo sob selecdo em populacbes que
estdo interagindo (GANDON et al., 1996; MUTIKAINEN; KOSKELA, 2002) e
contribuem significativamente para o mosaico espacial coevolutivo (THOMPSON, 1994).

As populacdes podem sofrer processos de especiacédo, sejam simpatricos (auséncia
de fluxo génico entre populacdes com distribuicdo geografica sobreposta) ou alopatricos
(auséncia de fluxo génico por barreiras fisicas, ocasionando isolamento geografico das
populagdes). Parasitos com ampla variedade de hospedeiros tendem a ser menos adaptados

localmente, principalmente porque a exposi¢cdo a muitos hospedeiros pode tornar fraca a
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selecdo espécie-especifica em uma populacdo de parasitos com reproducdo interna
(LAJEUNESSE; FORBES, 2002). Portanto, é esperado um alto fluxo génico entre
linhagens de parasitos ‘generalistas’, que utilizam diferentes espécies de hospedeiros.

Neste contexto metapopulacional, com extincdo, recolonizacdo e fluxo génico,
pressOes de selecdo e estocasticidade varidveis podem obscurecer processos locais e mudar
o nivel no qual a adaptagdo local ocorre (KALTZ; SHYKOFF, 1998). Alternativamente, o
fluxo génico pode introduzir variacdo adaptativa, entéo, diferentes taxas de migracéo entre
0s participantes da interacdo podem modificar a assimetria das taxas evolutivas dos
hospedeiros e parasitos (KALTZ; SHYKOFF, 1998).

Os diplostomideos apresentam ciclo de vida complexo, envolvendo hospedeiros
aquaticos e terrestres, sendo denominado ciclo alogénico. A hipotese autogénica-alogénica
(ESCH et al., 1988) postula que parasitos que circulam entre hospedeiros dulcicolas e
terrestres (ciclos de vida alogénicos) terdo uma maior habilidade de se dispersar entre 0s
ambientes aquaticos do que os parasitos que circulam somente em hospedeiros dulcicolas
(ciclos de vida autogénicos).

Os diplostomideos, objeto de estudo do presente trabalho, ocorrem nos olhos dos
peixes hospedeiros intermediarios, e podem ocasionar algumas patogenias, dependendo do
micro-habitat que exploram. A penetracdo destes parasitos em diferentes estruturas, como
superficie do corpo, cavidade bucal e brénquias, e a migracdo da larva até o olho podem
ocasionar danos e hemorragias em varios tecidos obstruindo 0s vasos sanguineos,
fendmeno que pode estar associado com a morte do peixe em caso de altas taxas de
infeccdo (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1982). Um estudo realizado por Whyte, Secomber e
Chappell (1991) sobre a infectividade de Diplostomum spathaceum em Oncorhynchus

mykiss (truta arco-iris), revelou que esta migragédo até o sitio especifico (cristalino), local
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imunologicamente privilegiado para um parasito, ocorre em até 24 horas (periodo chamado
de “janela de oportunidade™), entretanto menos de 50% das cercérias que penetraram no
peixe sobreviveram a imunidade do hospedeiro durante o periodo migratorio.

No sitio de infeccdo, a presenca destas metacercarias ocasiona uma doenca
associada denominada “catarata verminosa”, ou diplostomiase (MARTINS et al., 1999),
sendo que em casos extremos podem ocasionar exoftalmia, deslocamento de retina,
opacidade do cristalino e cegueira (BAUER; VLADIMIROV; MINDEL, 1964). As
metacercarias podem alterar a visdo dos hospedeiros resultando em alteracdes na
alimentacdo e outros comportamentos, como a natacdo errdtica quando localizadas no
cérebro (CORREA et al., 2014), levando a baixo crescimento em altas intensidades
(KARVONEN; SEPPALA, 2008). Devido a estes fatores, os diplostomideos estdo
relacionados a perdas em ambientes silvestres e de cultivo por efeitos diretos (mortalidade
dos hospedeiros) e indiretos (aumento da suscetibilidade de predacdo de hospedeiros
infectados) (CHAPPELL; HARDIE; SECOMBES, 1994).

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade de diplostomideos
presentes nos olhos de peixes em bacias hidrograficas da América do Sul (Amazonas,
Parana, Tocantins) utilizando sequéncias Barcodes da regido do COX1 do DNA
mitocondrial para delimitacdo das espécies. O primeiro capitulo deste trabalho discursa a
respeito da diversidade de espécies de parasitos encontrada nos olhos de peixes da planicie
de inundacdo do alto rio Parana, testando a hipoOtese de que a maioria das espécies
encontradas apresenta distribuicdo especifica ao hospedeiro. Além disso, a existéncia de
especies cripticas e de interagcOes especificas parasito-hospedeiro-sitio de infeccdo foi
verificada, bem como a estrutura genética populacional de uma das espécies encontradas. O

segundo capitulo estendeu a hipdtese de adaptacdo local para o nivel de variagdo genética
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intraespecifica, testando a existéncia de fluxo génico entre hospedeiros das bacias
hidrogréficas amostradas na América do Sul, levando em consideracdo que
Austrodiplostomum, por possuir ciclo alogénico, ou seja, com hospedeiros terrestres,

mantem alto fluxo génico entre as subpopulagdes amostradas.
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2 DIVERSIDADE E ESPECIFICIDADE DE METACERCARIAS DE
DIPLOSTOMIDAE EM PEIXES DE UMA PLANICIE DE
INUNDACAO NEOTROPICAL REVELADO PELO DNA BARCODES

RESUMO

Espécies de Diplostomoidea séo relatadas como sendo cosmopolitas, entretanto suas reais
diversidade e especificidade podem estar mascaradas por classificagcdes erroneas. O gene
COX1 foi utilizado para a identificacdo especifica destes parasitos com o objetivo de
avaliar a diversidade de diplostomideos presentes nos olhos dos peixes da planicie de
inundacdo do alto rio Parana, Brasil, testando a hipotese de que a maioria das espécies
encontrada terd distribuicdo altamente especifica para o hospedeiro e o micro-habitat
explorado. Foram analisadas 56 espécies de peixes, sendo que 34% destas caracterizaram-
se como hospedeiro para pelo menos uma das sete espécies de parasitos encontradas. Seis
espécies foram caracterizadas molecularmente e demonstraram especificidade ao
hospedeiro, ao micro-habitat (recurso) ou a ambos. A distribuicdo dos parasitos entre 0s
hospedeiros explorados demonstrou uma particdo de nicho entre as espécies especialistas
nos recursos presentes no humor vitreo, ndo sendo registradas coocorréncias no mesmo
nicho. Somente uma espécie foi encontrada no cristalino, o que contrasta com outros
estudos realizados na América do Norte, e aponta para a existéncia de pressdes evolutivas
divergentes entre estas regides biogeogréaficas. Infere-se que, pela existéncia de varios
hospedeiros e sitios de infeccdo, Sphincterodiplostomum seja um complexo de espécies que
requer estudos moleculares futuros, uma vez que sequéncias moleculares distintas entre as
fases do ciclo de vida foram encontradas. Austrodiplostomum spp. foram caracterizadas

como um complexo de espécies formado por Austrodiplostomum sp. 2 (especialista) e A.
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ostrowskiae (falso generalista). Concluiu-se que as metacercérias séo especificas ao recurso
explorado, que existem espécies cripticas na area e que fatores ecoldgicos podem estar

direcionando a permuta de hospedeiros em alguns grupos de parasitos.

Palavras-chave: Diplostomoidea; América do Sul; COX1; espécies cripticas; Ecological

Fitting; Host switch.

DIVERSITY  AND SPECIFICITY OF DIPLOSTOMIDAE
METACERCARIAE ON FISHES OF A NEOTROPICAL
FLOODPLAIN REVEALED BY DNA BARCODES

ABSTRACT

Diplostomoidea species are reported as cosmopolitan, however their real diversity and
specificity may be masked by erroneous species identification. The COX1 gene was used to
the specific identification of these parasites aiming to evaluate the diplostomoid diversity
that occurs on eyes of fishes from the high Parana River floodplain, Brazil, predicting that
the majority of the parasite species will present a high specificity for the host and for the
micro-habitat. It has been analyzed 56 fish species, 34% of them characterized as host for at
least one of the seven parasite species reported for this location. Six parasite species have
been molecularly characterized and demonstrated specificity to the host, to the resource or
to both. The parasites distribution demonstrated a niche partition among the specialists on
the resources of the vitreous humor, and co-occurrence on the same niche was not

observed. Only one species was registered on the lens, contrasting to other studies in North



31

America, what points to the existence of divergent evolutionary pressures between different
biogeographic regions. Our study pointed out that Sphincterodiplostomum may be a species
complex, due to its presence on several infection sites on scientific reports, and that more
molecular studies are necessary to elucidate this question. Austrodiplostomum sp. 2
(specialist) and A. ostrowskiae (faux generalist) were also considered as species belonging
to an Austrodiplostomum spp. species complex. It is concluded that the metacercariae are
specific to the explored resource, that there are cryptic species on the area and that

ecological factors may be directing the host switch among some parasite group.

Keywords: Diplostomoidea; South America; COX1,; cryptic species; ecological fitting; host

switch.
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2.1 INTRODUGAO

A diversidade e a ecologia de muitos grupos de parasitos metazoarios sdo pouco
conhecidas (Poulin e Morand, 2004; Poulin, 2007), sendo a maioria destes registrada em
um pequeno numero de hospedeiros, no entanto sua especificidade €, geralmente, dificil de
avaliar (Poulin, 2007; Poulin e Keeney, 2007). Além disso, muitos parasitos mostram
diferentes graus de especificidade em diferentes estagios do seu ciclo de vida (Locke et al.,
2010 a).

Muitas espécies de Diplostomidea (Digenea) sdo tratadas como cosmopolitas
(Niewiadomska, 1996), originando relatos de poucas espécies distribuidas em uma ampla
gama de hospedeiros. Esta Familia abrange espécies de endoparasitos com complexo ciclo
de vida, com estagios larvais que ocorrem nos olhos de peixes, as metacercarias. Estas
causam patogenia, em populacdes de ambientes dulcicolas naturais e em pisciculturas
(Szidat, 1969; Chappell, 1995; Overstreet e Curran, 2004; Violante-Gonzélez et al., 2009),
denominada “catarata verminosa” ou “diplostomiase” (Martins et al., 1999). Associados a
esta observa-se uma série de sintomas, tais como, exoftalmia, hemorragias locais, catarata e
reducdo do crescimento (Bauer et al., 1964; Chappell et al., 1994; Chappell, 1995;
Niewiadomska, 1996).

Entretanto, pouco se conhece sobre a verdadeira diversidade e especificidade das
metacercérias desta Familia (Poulin, 2007), em especial pela dificuldade na identificacdo
especifica (Niewiadomska, 1996), a morfologia simples dos estagios larvais, a presenca de
espécies cripticas (morfologicamente similares, porém molecularmente distintas) e ao fato
que diferentes estagios do ciclo de vida de uma espécie tém sido tratados como espécies

distintas (Valtonen e Gibson, 1997). Moszczynska et al. (2009) ressaltaram a importancia
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de uma acurada identificacdo destes parasitos para a diagnose, o tratamento e o controle da
infeccdo, bem como para os estudos sobre a diversidade, a distribuicdo e a ecologia.

Estudos moleculares tém sido aplicados como uma alternativa para a identificagcdo
especifica deste grupo e tém evidenciado a alta diversidade criptica destes parasitos (Locke
et al., 2010 a, b; Georgieva et al., 2013). Uma abordagem molecular pode ser capaz de
produzir uma rapida aceleragdo nos estudos sobre os ciclos de vida e sobre as associa¢es
parasito-hospedeiro (Perez-Ponce de Léon e Nadler, 2010). Além disso, sequéncias de
DNA podem ser utilizadas para identificar todos os estagios de desenvolvimento, o que se
constitui em uma grande vantagem para o estudo de parasitos com ciclos de vida
complexos (Criscione et al., 2005).

Um melhor entendimento da complexidade genotipica e fenotipica dentro de
Diplostomidae podera ser gerada pela utilizacdo de genes mais variaveis, como regiao
Barcodes do gene do citocromo oxidase 1 (COX1) do DNA mitocondrial (Georgieva et al.,
2013). Esta regido (COX1) de parasitos platelmintos exibe taxas de variagdo maiores do
que as encontradas na regido do espacador transcrito interno do DNA ribossomal (ITS) e
pode servir como um marcador mais sensivel para a deteccdo de espécies (Vilas et al.,
2005), pois o0 ITS possui “evolu¢do concertada” que permite a homogeneiza¢ao de
sequéncias de DNA pertencentes a mesma Familia (Elder e Turner, 1995), reduzindo as
diferengas evolutivas.

Moszczynska et al. (2009) e Locke et al. (2010 a, b) demonstraram que sequéncias
da regido Barcodes do COX1 conseguem diferenciar entre espécies congenéricas,
revelando uma diversidade de espécies muito maior do que a previamente estimada pelo

uso de caracteres morfolégicos.
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A conservacdo dos hospedeiros (alta especificidade por hospedeiro) tanto em
escalas ecoldgicas (locais), quanto evolutivas (temporais) € uma das caracteristicas do
parasitismo, portanto, a especificidade a este detém a chave para a compreensdo da
evolucgéo das associacgdes parasito-hospedeiro (Agosta et al., 2010). Estas associa¢des sao
assumidas como sendo ecologicamente especializadas, onde sistemas firmemente
coevoluidos foram dirigidos por modificacbes mdtuas, nas quais a troca de hospedeiros
(host switch) foram fendmenos raros (Brooks et al., 2006). Coevolucdo € um termo que
descreve 0s casos onde parasitos e hospedeiros experienciaram eventos de evolugédo
concomitantes (Brooks, 1979), portanto, é esperado que a maior parte das espécies de
parasitos encontrada em determinada regido seja especifica ao seu hospedeiro (ou que estes
sejam filogeneticamente proximos).

Dentro desta hipotese coevolutiva, o objetivo primordial deste estudo foi avaliar a
composicdo e a diversidade de diplostomideos presentes nos olhos dos peixes da planicie
de inundacdo do alto rio Parand, predizendo-se que a maioria das espécies encontrada tera

distribuicdo altamente especifica para o hospedeiro e 0 micro-habitat explorado.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os peixes foram coletados durante 0 més de junho de 2011, com redes de espera
padronizadas, de diferentes malhas, em varios pontos dos trés subsistemas (lvinhema, Baia
e Parana) componentes da planicie de inundacdo do alto rio Parana, PR/MS, Brasil,
concomitantemente ao projeto PELD (Pesquisas Ecologicas de Longa Duracdo/CNPQq) —

sitio 6 (Fig. 1).
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MATO GROSSO DO SUL

0 25 50 75km

Legenda

A Pontos de amostragem Rio Ivinhema
B Pontos de amostragem Rio Baia
@ Pontos de amostragem Rio Parana

* Base avangada Nupelia

237000 €€ Direcdo do fluxo

53°30°

Figura 01. Localizagdo dos pontos de coleta na Planicie de inundagdo do alto Rio Parand, nos subsistemas
Parand, Baia e lvinhema. 1. Lagoa Peroba; 2. Lagoa Ventura; 3. Lagoa Zé do Paco; 4. Canal Ipoitd; 5. Lagoa
Boca do Ipoitd; 6. Lagoa dos Patos; 7. Lagoa Capivara; 8. Rio Ivinhema; 9. Lagoa Finado Raimundo; 10.
Lagoa do Jacaré; 11. Lagoa Sumida; 12. Lagoa do Cervo; 13. Canal Cortado; 14. Lagoa das Pombas; 15.
Canal Curutuba; 16. Ressaco do Manezinho; 17. Lagoa do Osmar; 18. Lagoa da Traira; 19. Lagoa do
Guarand; 20. Ressaco do Bilé; 21. Ressaco do Leopoldo; 22. Lagoa Genipapo; 23. Lagoa Clara; 24. Ressaco
do Pau Véio; 25. Rio Parand; 26. Lagoa Pousada; 27. Lagoa das Gargas; 28. Rio Baia; 29. Lagoa Fechada; 30.
Lagoa Pausada das Gargas; 31. Lagoa dos Porcos; 32. Lagoa do Aurélio; 33. Canal Baia; 34. Lagoa Maria
Luiza; 35. Lagoa do Gavido; 36. Lagoa da Onca.

O més de coleta foi escolhido baseando-se na dinamica do ciclo de vida dos
digenéticos, em especial da fase cercarial. Como as cercarias (fase evolutiva anterior a
metacercaria) sdo liberadas nos meses de altas temperaturas (dezembro a margo), podendo
infectar os peixes (Souza et al., 2008) e estas levam, em média, trés meses para seu
completo desenvolvimento em metacercarias (Ostrowski de Nufiez, 1982), e tendo em vista

que o nivel hidroldgico baixo do rio favorece a predacdo dos peixes pelas aves (hospedeiros
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finais), inferiu-se que o desenvolvimento das metacercérias j& estaria completo em junho,
conforme sugerido por Dias (2002) para o digenético Clinostomum complanatum
(Rudolphi, 1814).

Os peixes foram sacrificados por sec¢do medular, sob autorizacdo do Conselho de
Etica da Universidade Estadual de Maringad (CEAE — Parecer 123/2010) e identificados
segundo Graca e Pavanelli (2007). Os dados individuais de comprimento padréo, peso,
sexo e local de amostragem foram anotados como informacdo adicional, para analises
posteriores sobre a distribuicdo dos hospedeiros.

O exame parasitologico teve inicio com a remog¢do do globo ocular dos peixes,
sendo o 6rgdo mantido em solucdo salina a 0,65% até a necropsia. O globo ocular foi
seccionado sendo utilizada a linha da iris como base para a sec¢cdo com bisturi, seguida da
retirada da cérnea com pinga. O olho foi entdo subdividido nas seguintes regides: humor
aquoso e vitreo, cristalino e retina, sendo as duas Ultimas analisadas separadamente em
placas de Petri. Para a confirmacdo do sitio de infeccdo foram realizados cortes histol6gicos
dos olhos das espécies consideradas hospedeiras.

Para as andlises histolégicas, os olhos de hospedeiros parasitados e ndo parasitados
foram cuidadosamente removidos e fixados em formalina 10%, emblocadas
individualmente em parafina, cortadas, com auxilio de micrétomo, em fragmentos com
cinco um de espessura, montadas em laminas e coradas com hematoxilina e eosina, sendo
observadas em microscopia Otica. As imagens histologicas foram obtidas com auxilio do
Microscopio Nikon Eclipse E200, com contraste de fase e tubo de desenho, acoplado a
camera fotografica Samsung DV100.

Os parasitos recolhidos foram fixados em etanol 70% e mantidos em etanol 95%,

sob refrigeracdo. A classificacao inicial foi realizada pelo morfotipo, utilizando a chave de
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Gibson et al. (2002), e pelo sitio de infeccdo para posterior analise molecular. Os indices
parasitoldgicos foram calculados de acordo com Bush et al. (1997).

Os espécimes utilizados para anélise molecular, apds a identificacdo prévia, foram
fotografados em microscépio estereoscopico Leica M185C, sendo seccionados com bisturi
esterilizado e mantidos como vouchers para depdsito a posteriori. Alguns espécimes com
pequenas dimensfes foram mantidos inteiros para maximizar a extracao de DNA.

A identificacdo molecular foi realizada em todas as metacercarias com baixa
abundancia em nichos especificos (como no caso de Diplostomum sp. C e Diplostomum sp.
D, coletados em um Unico espécime de Hoplerythrinus unitaeniatus (Agassiz, 1829) e
Steindachnerina insculpta (Fernandez-Yépez, 1948), respectivamente). Ja para as
metacercérias especialistas e com alta abundancia (humor vitreo e retina) e para as
generalistas uma subamostragem foi realizada levando-se em consideracdo todos o0s
hospedeiros registrados, para que as sequéncias fossem obtidas para 0 maior nimero
possivel de associacdes parasito-hospedeiro.

A extracdo, a amplificacdo e o sequenciamento da regido COX1 do DNA
mitocondrial foram realizados no Centro Canadense para DNA Barcoding (Canadian
Centre for DNA Barcoding — CCDB) em Guelf (Ontario, Canada), utilizando os primers
Plat-diploCOX1F/R e MplatCOX1F/R, seguindo o protocolo descrito por Moszczynska et
al. (2009). Informacdes adicionais sobre 0s espécimes, tais como cromatogramas originais,
hospedeiro, local de amostragem e fotografias (em alguns casos) estdo disponiveis no site

http://www.barcodinglife.org, no projeto DIPSA.

O DNA extraido dos espécimes de diplostomideos foi usado como uma ferramenta
para a delimitacdo de especies, pois as metacercarias séo dificeis de serem identificadas em

nivel especifico somente com métodos morfoldgicos tradicionais. Na maioria dos casos 0s
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cromatogramas das sequéncias F e R (forward e reverse, respectivamente) foram alinhados,
requerendo pouca edicdo, sendo obtidas sequéncias consensus para cada espécime. O

objetivo desta pratica foi obter sequéncias COX1 do maior nimero de metacercérias. O

programa Chromas Lite 2.1 (www.technelysium.com.au) foi utilizado para a visualizagao
dos cromatogramas como ferramenta auxiliar nas edi¢es das sequéncias. O alinhamento
foi realizado utilizando o método MUSCLE (Edgar, 2004; Nuin et al., 2006) e as
divergéncias evolutivas (intra e interespecificas) foram calculadas com a distancia Kimura
2-parametros (Kimura, 1980) com delecdo parcial de gaps, com o auxilio do programa
MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011).

Para confirmar a delimitacdo das espécies potenciais, inicialmente realizada pelo
morfotipo, foi construida uma arvore filogenética, pelo Método de Maxima
Verossimilhancga, calculada pela distancia Kimura 2-parametros entre as sequéncias COX1
(Kimura, 1980), com alinhamento parcial, sendo a robustez avaliada pelo Método de
Bootstrap com 1000 replicacdes, utilizando o programa MEGA 5.0. Sequéncias
representativas dos espécimes coletados na planicie de inunda¢édo do alto rio Parana foram
submetidas a pesquisa por BLAST no GenBank com o objetivo de identificar se estas
espéecies ja haviam sido previamente registradas e publicadas em outros estudos com
diplostomideos.

Uma dispersdo em coordenadas principais foi construida com as distancias
evolutivas interespecificas obtidas com as sequéncias de cada parasito, apds correcdo de
Lingoes, pelo programa DistPCoA (Legendre e Anderson, 1998), para observar a divisao
dos grupos de espécies na planicie de inundagdo do alto rio Parand, sendo esta evidenciada
por meio de um grafico em coordenadas principais, com o0 uso do programa STATISTICA

7.1 (Statsoft INC, 2005).
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Para cada espécie de diplostomideo encontrada em mais de uma espécie de
hospedeiro, a especificidade foi quantificada usando o numero de espécies hospedeiras (isto
é, 0 espectro de hospedeiros) assim como dois indices filogenéticos: Distancia Filogenética
dos Hospedeiros e a Variancia da Diversidade Filogenética dos Hospedeiros. A distancia
filogenética dos hospedeiros foi estimada usando Stp, a distancia média taxonémica entre
todas as espécies de hospedeiros infectadas por um parasito, e sua variancia associada
VarStp, a qual reflete a heterogeneidade das relaces filogenéticas entre os hospedeiros
(Poulin e Mouillot, 2003). Estes indices foram calculados utilizando o programa
TaxoBiodiv2 (Poulin e Mouillot, 2005)

(http://www.otago.ac.nz/parasitegroup/downloads.html).

A hierarquia taxondmica do hospedeiro usada para o célculo dos indices de
especificidade inclui as categorias Reino, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie,
baseado em Graca e Pavanelli (2007). Usando estes niveis taxonémicos, o valor maximo
que o indice Stp podera alcancar serd 4 (quando todos os hospedeiros pertenceram a
diferentes Ordens). O valor de Stp=1 significa que todas as espécies de hospedeiros para
uma dada espécie de parasito sdo congenéricas e o valor de Stp=0 significa que existe

somente um hospedeiro conhecido para uma dada espécie de parasito.

2.3 RESULTADOS

Foram coletados 837 peixes, distribuidos em 4 ordens, 20 familias, 46 géneros e
56 espécies (Tab. 01), representando aproximadamente 44% da riqueza total de espécies da
area amostrada. Entretanto, aproximadamente 34% das espécies de peixes analisados
caracterizaram-se como hospedeiro para pelo menos uma espécie de diplostomideo (Fig.

02).
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Tabela 01. Classificagdo taxondmica dos peixes coletados na planicie de inundacdo do alto rio Parana em

junho de 2011 e namero amostral (N).

Ordem Familia Género Espécie Autor N
Acestrorhynchidae Acestrorhynchus  A. lacustris* (Lutken, 1875) 37
L. elongatus Valenciennes, 1850 3
L. friderici (Bloch, 1794) 9
Leporinus L. lacustres Campos, 1945 30
Anostomidae L. macrocephalus Garavello & Britski, 1987 5
L. obtusidens (Valenciennes, 1836) 31
. S. borellii* (Boulenger, 1900) 41
Schizodon S. nasutus Kner, 1858 2
Aphyocharax A. dentatus Eigenmann & Kennedy, 1903 1
Astyanax A. altiparanae Garutti & Britski, 2000 34
Brycon B. orbignyanus (Valenciennes, 1850) 1
Moenkhausia M. aff intermedia Eigenmann, 1908 2
. . Piaractus P. mesopotamicus (Holmberg, 1887) 6
Characiformes - Characidae Psellogrammus P. kennedyi (Eigenmann, 1903) 1
Roeboides R.descalvadensis Fowler, 1932 29
Salminus S. brasiliensis (Cuvier, 1816) 13
Serrasalmus S. macu!atus Kner, 1_858 12
S. marginatus Valenciennes, 1837 29
Cyphocharax C. nagelii (Steindachner, 1881) 1
Curimatidae Steindachnerina S. brevipinna* (Eigenmann & Eigenmann, 1889) 4
S. insculpta* (Fernandez-Yépez, 1948) 20
- Hoplerythrinus H. unitaeniatus® (Agassiz,1829) 7
Erythrinidae Hoplias H. aff malabaricus*  (Block, 1794) 28
Hemiodontidae Hemiodus H. orthonops Eigenmann & Kennedy, 1903 21
Parodontidae Apareiodon A. affinis (Steindachner, 1879) 1
Prochilodontidae Prochilodus P. lineatus* (Valenciennes, 1836) 42
Gymnotidae Gymnotus G. inaequilabiatus (Valenciennes, 1839) 3
Gymnotiformes Rhamphichthyidae Rhamphichthys R. hahni (Meiken, 1937) 2
Sternopygidae Eigenmannia E. trilineata Lépez & Castello, 1966 4
Astronotus A. crassipinnis (Heckel, 1840) 54
. C. kelberi* Kullander & Ferreira, 2006 37
Cichla :
. Cichlidae _ Cichla sp. 2
Perciformes Crenicichla C. britskii* Kullander, 1982 1
Geophagus G. cf. proximus® (Castelnau, 1855) 14
Satanoperca S. pappaterra* (Heckel, 1840) 1
Sciaenidae Plagioscion P. squamosissimusi*  (Heckel, 1840) 6
Ageneiosus A. inermes (Linnaeus, 1766) 1
Auchenipteridae Auchenipterus A. osteomystax (Miranda-Ribeiro, 1918) 9
Parauchenipterus P. galeatus* (Linnaeus, 1766) 26
Callichthyidae Hoplosternum H. littorale (Hancock, 1828) 5
Lepthoplosternum L. pectorale (Boulenger, 1895) 1
Clariidae Clarias C. gariepinus (Burchell, 1822) 2
Doradidae Pterodoras P. granulosus (Valenciennes, 1821) 20
Trachydoras T. paraguayensis (Eigenmann & Ward, 1907) 18
Heptapteridae Pimelodella P. avanhandavae Eigenmann, 1917 1
A Hypostomus H. aff hermanni (Ihering, 1905) 1
Siluriformes — = - -
Loricariidae Lorlcaruc'hthys L. platymetoppn Isbriicker & Nijssen, 1979 34
Pterygoplichthys  P. ambrosettii* (Holmberg, 1893) 106
Rhinelepis R. aspera* Spix & Agassiz, 1829 4
Hemisorubim H. platyrhynchos* (Valenciennes, 1840) 3
Iheringichthys 1. labrosus (Lutken, 1874) 9
P. maculatus La Cepede, 1803 22
Pimelodidae Pimelodus P. mysteriosus Azpelicueta, 1998 4
P. ornatus* Kner, 1858 1
Pseudoplatystoma P. corruscans (Spix & Agassiz, 1829) 11
Sorubim S. lima* (Bloch & Schneider, 1801) 25

* Parasitada por pelo menos uma espécie de diplostomideo.
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Figura 02. Morfotipos metacercariais encontrados em olhos de peixes da planicie de inundag8o do alto Rio
Parand, Brasil, em junho de 2011. A. Austrodiplostomum sp. coletado no humor aquoso de Satanoperca
pappaterra. Barra = 200 um. B. Diplostomum sp. A coletado no cristalino (lentes) de Parauchenipterus
galeatus. Barra = 200 um. C. Diplostomum sp. C coletado no humor vitreo de Hoplerythrinus unitaeniatus.
Barra = 200 um. D. Diplostomum sp. D coletado no humor vitreo de Steindachnerina insculpta. Barra = 200
pum. E. Diplostomum sp. F coletado no humor vitreo de Hoplias aff. malabaricus. Barra = 200 um. F.
Sphincterodiplostomum sp. coletado na retina de Steindachnerina insculpta. Barra = 500 pum.

Foram coletadas 4.168 metacercéarias, sendo reconhecidos dois grupos de
parasitos, o primeiro especialista quanto ao sitio e ao hospedeiro (Fig. 02; 03A; Tab. 02),
formado por cinco “morfotipos” distintos: quatro tratados como Diplostomum (Fig. 02B, C,
D e E) e um como Sphincterodiplostomum (Fig. 02F); e outro generalista quanto ao
hospedeiro, porém especialista para o recurso, formado pelo “morfotipo”
Austrodiplostomum (Fig. 02A, Fig. 03B, Tab. 02), que devido ao grande numero de
hospedeiros foi tratado como um complexo de espécies cripticas especificas. Somente dois
morfotipos, Diplostomum sp. D e Sphincterodiplostomum sp., ocorreram simultaneamente

em uma mesma espécie de hospedeiro (trés espécimes de Steindachnerina insculpta
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(Fernandez-Yépez, 1948)), entretanto ocupando sitios de infeccdo distintos, humor vitreo e
retina, respectivamente (Fig. 03, 04). Entretanto, todos os morfotipos amostrados
demonstraram alta variabilidade morfoldgica, mesmo em espécimes de parasitos coletados
dentro do mesmo hospedeiro.

Ao todo 186 metacercérias foram submetidas & analise molecular, sendo estas
selecionadas por subamostragem realizada por meio dos seguintes parametros: morfotipo,
espécie de hospedeiro e sitio de infeccdo. Destas, em 94 amostras (50,5%) o
sequenciamento, e o posterior alinhamento, foram possiveis (Tab. 02). O morfotipo
Diplostomum sp. D ndo foi caracterizado molecularmente, em especial devido a pequena
dimensdo e ao baixo numero amostrado (seis espécimes), porém a especificidade ao
hospedeiro e ao sitio de infeccdo, assim como as caracteristicas morfolégicas (menor
tamanho), permitiram distingui-lo dos demais morfotipos coletados Fig. 02, 03, 04). As
maiores abundancias médias foram alcancadas pelo morfotipo Diplostomum sp. F coletadas
no humor vitreo de Hoplias aff. malabaricus (em somente um espécime foram coletadas
1230 metacercérias).

Quando as sequéncias foram utilizadas para a distin¢cdo de espécies potenciais por
meio de uma arvore filogenética (Fig. 05), seis espécies apresentaram grupos bem distintos
e demonstraram a existéncia de espécies cripticas congenéricas no morfotipo
Austrodiplostomum. Além disso, observou-se uma divisdo pelo Género, sendo que
Austrodiplostomum sp. 1 e Austrodiplostomum sp. 2 ocuparam clados proximos (regido
azul da arvore filogenética, Fig. 05), Sphincterodiplostomum sp. ficou mais proximo de
Austrodiplostomum spp. (regido laranja da arvore filogenética, Fig. 05) e duas espécies do
Género Diplostomum (A e F) foram filogeneticamente proximas (regido verde, Fig. 05).

Entretanto, Diplostomum sp. C ficou separado das demais congenéricas, possivelmente,
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pela auséncia de divisdo distinta do corpo em forebody e hindbody. A divergéncia média

interespecifica foi de 17,48%, variando entre 6,7% e 23,2% (Tab. 03).
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Figura 03. Abundancia média de todos os “morfotipos” de diplostomideos coletados em peixes na planicie de
inundacéo do alto Rio Parang, Brasil, em junho de 2011. A. Espécies especialistas quanto ao hospedeiro e
recurso. Os circulos correspondem a porcentagem de metacercarias coletadas por sitio de infeccdo onde:
Circulo cinza escuro = cristalino; Circulo cinza claro = Humor vitreo; Circulo preto = retina. B. Peixes
hospedeiros de Austrodiplostomum sp., espécie generalista quanto ao hospedeiro. Circulo cinza claro =

Humor aquoso e vitreo.
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Tabela 02. indices parasitologicos calculados para as metacercérias de diplostomideos coletados em peixes
da planicie de inundacéo do alto rio Parana, em junho de 2011. NA= nimero de peixes amostrados; Prev (%)
= prevaléncia; P = NUmero total de parasitos; IM = Intensidade Média (xdesvio padrdo); AM = Abundancia
Média (+ desvio padrdo); Nseq = nimero de sequéncias moleculares obtidas para cada hospedeiro registrado.

Morfotipo Iiimi Hospedeiros NA Prev (%) P M AM Nseq

Acestrorhvnchus lacustris 37 8.11 8 2.7 (£1.69) 0.22 (£0.88) 2

Cichla kelberi 37 54.05 76 3.8(£2.9) 2.05 (£2.85) 6

Crenicichla britskii 1 100,00 1 1.0 (x0) 1.0 (0) 0

Geophagus cf. proximus 14 64.29 43 4.8 (£3.26) 3,07 (£3.60) 5

Hemisorubim platyrivichos 3 66.67 2 1.0 (=0.0) 0.67 (£0.57) 2

Loricariichthys platymetopon 34 5.88 8 4.0 (£3.0) 0.24 (£1.20) 1

Austrodiplostonum Humor Pimelodus ornatos 1 100.00 19 19.0 (£0.0) 19.0 (=0.0) 0
P :?};g:f) Plagioscion squamosissimus 6 66.67 563 (:218015’?5) (:319831 9) 6
Prochilodus lineatus 42 238 9 9.0 (x0.0) 0.21 (£0,0) 0

Prervgoplichthys ambrosettii 106 8.49 14 1.6 (£1.26) 0.13 (0.57) 3

Rhinelepis aspera* 4 50.00 3 1.5 (£0.5) 0.75 (£1.0) 1

Satanoperca pappaterra 1 100,00 3 3.0 (x0.0) 3.0 (£0.0) 3

Schizodon borellii 41 12,20 9 1.8 (£0.75) 0.22 (£0.65) 2

Sorubim lima 25 28.00 14 2 (£1.98) 0.56 (x1.41) 5

Diplostomum sp. A Cristalino  Parauchenipterus galeatus 26 34.62 230 25,6 (£21.84) 8.8 (x18.0) 26
Diplostonum sp. C Humor vitreo  Hoplerythrinus unitaeniatus 7 14.29 32 32.0 (£0) 4.6 (£12.09) 3
Diplostomum sp. D Humor vitreo  Steindachnerina insculpta 21 19.05 6 1.5 (=0.86) 0.29 (£0.71) 0
Diplostomum sp. F Humor vitreo Hoplias aff. malabaricus 28 64.29 3215 (:127383’?9) (:12%);2 0) 8
Steindachnerina brevipinna 4 75.00 21 7 (+4.5) 5.25 (£5.73) 1

Sphincterodiplostonum sp. Retina

Steindachnerina insculpta 21 85,71 270  15(x18.05) 12,9 (+18.83) 20

* Parasitos posteriormente classificados como Austrodiplostomum sp. 2.

O morfotipo Austrodiplostomum foi registrado em 14 hospedeiros, sendo que em
11 foi possivel a obtencdo de pelo menos uma sequéncia da regido COX1 (Tab. 02). Foram
utilizadas 34 sequéncias cujo comprimento variou entre 179 (para Rhinelepis aspera Spix
& Agassiz, 1829) e 587 nucleotideos (para Schizodon borellii (Boulenger, 1900)). Quando
a divergéncia evolutiva entre as sequéncias foi calculada, observou-se a presenca de duas
especies distintas: Austrodiplostomum sp. 1, composta por 33 sequéncias com variacdo
média intraespecifica de 0,5% (variando entre 0 e 2,4%), que compreende a maioria dos
hospedeiros amostrados; e Austrodiplostomum sp. 2 com um espécime, coletado em R.

aspera, com variacéo interespecifica média de 6,7% (variando de 5 a 10%). Isto evidencia a
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existéncia de um complexo de espécies do morfotipo Austrodiplostomum, composto por,
pelo menos, duas espécies distintas, indistinguiveis pela morfologia. Entretanto, como a
caracterizagdo molecular ndo foi possivel em metacercérias de trés hospedeiros,
Crenicichla britskii, Pimelodus ornatos e Phochilodus lineatus, o numero de espécies deste
complexo ainda pode aumentar caso estes apresentem parasitos com sequéncias distintas

das obtidas.

Figura 04. Cortes histolégicos dos olhos de peixes hospedeiros coletados na planicie de inundacdo do alto
Rio Parand, Brasil, em junho de 2011. A. Austrodiplostomum sp. (MA) coletado no humor vitreo (HV) de
Cichla kelberi. R = Retina, C = Coroide, E = Esclera. Barra = 16 pm. B. Diplostomum sp. A (MDA) coletado
na regido do cdrtex (Co) do cristalino (Cr) de Parauchenipterus galeatus. Barra = 8 um. C. Diplostomum sp.
F (MDF) coletado no humor vitreo (HV) de Hoplias aff. malabaricus. Barra = 5 ym. D. Diplostomum sp. D
(MDD) e Sphincterodiplostomum sp. (MS) coletados no humor vitreo (HV) e retina (R), respectivamente, de
Steindachnerina insculpta. C = Coroide, E = Esclera. Barra = 10 pm. E. Sphincterodiplostomum sp. (MS)
coletado na retina de Steindachnerina brevipinna. HV = Humor Vitreo, C = Coroide. Barra = 14 um.
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Austrodiplostomum sp. 1

p Austrodiplostomum sp. 2

Sphincterodiplostomum sp.

Diplostomum sp. F

Diplostomum sp. A

@’Diplosromum sp. C

5 Clinostomum complanatum (JF718589.1)

Figura 05. Andlise Filogenética de Maxima Verossimilhanca, calculada pela distancia Kimura 2-parametros e
delegdo parcial de gaps, de espécies de diplostomideos obtidos em olhos de peixes hospedeiros coletados e,
junho de 2011, na planicie de inundagdo do alto Rio Parand, Brasil, utilizando Clinostomum complanatum

(JF718589.1, Caffara et al., 2011) como grupo externo. A base dos tridngulos é proporcional ao nimero de
espécimes sequenciados.
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Tabela 03. Variabilidade intra e interespecifica da regido do citocromo oxidase 1 (COX1) do DNA
mitocondrial de diplostomideos coletados em peixes da planicie de inundacgéo do alto rio Parana em junho de
2011.

ESPECIES 1 2 3 4 5 6
0,6%
(0,0 - 2,4%)
6,7%
(5,7 - 10,4%)

[N

Austrodiplostomum sp. 1

N

Austrodiplostomum sp. 2 0,00%

3 Diplostomum sp. A 17.3% 17,3% 2
P P. (154-205%) (16,8-19,0%) (0,0 - 3,0%)
. 13,9% 16,1% 13,2% )
4 Diplostomumsp-C (1) 4 "163%) (151-16,8%) (112 - 14,2%) 0.00%
. 18,1% 23,2% 15,9% 19,5% 0,4%
5  Diplostomumsp.F 167 %0 606) (22.7-24.4%) (144-169%) (17.1-225%) (0,0 -1,1%)
6 Sphincterodiplostomum 19,6% 18,3% 21,4% 18,8% 23% 0,4%
sp. (180-21,9%) (175-196%) (197-240%) (169-20,6%) (20,4 -245%) (0,0 - 1,0%)

Valores em destaque (cinza) representam a variabilidade intraespecifica; os demais valores representam a variabilidade
interespecifica, ambas foram calculadas pelo modelo Kimura 2-parametros.

Uma correspondéncia especifica foi encontrada para as sequéncias de
Austrodiplostomum sp. 1, sendo identificados como Austrodiplostomum ostrowskiae
Dronen, 2009 (nimero de acesso no GenBank: JX468066, O’Hear et al. (2014)), descritos
em biguas (Phalacrocorax auritus (Lesson)) coletados no Texas, EUA. A similaridade
entre estas sequéncias foi de 99,7% com variacdo intraespecifica entre 0 e 1,4%. Ja para
Austrodiplostomum sp. 2 nenhuma correspondéncia foi encontrada, sendo provavel que esta
espécie seja A. compactum (Lutz, 1928), amplamente reportada na area de estudo.

O morfotipo Diplostomum sp. A foi comprovadamente uma espécie distinta das
demais congenéricas tanto pela analise molecular, quanto pela morfologia, especificidade
ao hospedeiro e ao sitio de infeccdo, uma vez que ocorreram somente no cristalino (regido
do cortex) de Parauchenipterus galeatus. A andlise molecular foi realizada com a
utilizacdo de 26 sequéncias (Tab. 02), com comprimento variando entre 329 e 591
nucleotideos. O grande numero de ramificagdes do clado desta espécie (Fig. 05) pode ser
justificado pela alta variabilidade intraespecifica que atingiu até 3% (média de 1,2%).

Quando estas sequéncias foram submetidas a pesquisa BLAST no GenBank nenhuma
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correspondéncia foi encontrada, sendo que a espécie mais proxima foi Alaria sp. 2 (numero
de acesso no GenBank: JX904535; Locke et al. (2011)) porém com somente 87,3% de
similaridade.

A analise molecular do morfotipo Diplostomum sp. C foi realizada com trés
sequéncias (Tab. 02), sendo que uma destas apresentou pequeno comprimento (195
nucleotideos) quando comparada as demais (424 e 497 nucleotideos). Esta foi
comprovadamente uma espécie distinta das demais congenéricas tanto pela anélise
molecular, quanto pela morfologia, especificidade ao hospedeiro e ao sitio de infecgdo, uma
vez que ocorreram somente no humor vitreo de Hoplerythrinus unitaeniatus, apresentando
alta variabilidade interespecifica (Tab. 03). Nenhuma correspondéncia foi encontrada por
meio da pesquisa BLAST no GenBank, sendo que a espécie com maior similaridade
(87,7%) foi Fibricola sp. 1 (numero de acesso no GenBank: JX904538; Locke et al.
(2011)).

Para o morfotipo Diplostomum sp. F a caracterizacdo molecular foi realizada com
oito sequéncias (Tab. 02), que apresentaram comprimento variando entre 288 e 494
nucleotideos. Esta também foi comprovadamente uma espécie distinta das demais
congenéricas tanto pela analise molecular, quanto pela morfoldgica, especificidade ao
hospedeiro e ao sitio de infeccdo, uma vez que ocorreram somente no humor vitreo de
Hoplias aff. malabaricus. Todas as metacercarias deste tipo ocorriam no humor vitreo
agrupadas no ligamento suspensorio proximas ao cristalino (mas ndo em seu interior),
apresentaram variabilidade intraespecifica média de 0,4% e alta variabilidade
interespecifica (15,9% com relagdo a Diplostomum sp. A e 23,2% com Austrodiplostomum

sp. 2) (Tab. 03). Quando pesquisado para semelhancas, a espécie mais proxima foi Alaria
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sp. 2 (nimero de acesso no GenBank: JF904532, Locke et al. (2011)), com 86,3% de
similaridade.

Com relagdo as metacercérias de Sphincterodiplostomum sp., a analise molecular
foi realizada com 21 sequéncias (Tab. 02) obtidas exclusivamente com o primer
MplatCOX1F/R, apresentando entre 323 e 551 nucleotideos. Esta foi comprovadamente
uma espécie distinta das demais congenéricas tanto pela analise molecular, quanto pela
morfologia, especificidade ao hospedeiro e ao sitio de infeccdo, uma vez que ocorreram na
retina de duas espécies congenéricas: Steindachnerina brevipinna e S. insculpta. Apesar da
alta variabilidade morfoldgica, a variabilidade intraespecifica média foi 0,4%. A maior
similaridade encontrada pela pesquisa BLAST foi de 83,2% com a espécie Diplostomum
sp. 1 (nimero de acesso no GenBank: HM064678, Locke et al. (2010a)).

Quando as distancias evolutivas foram utilizadas para realizar uma dispersdo em
coordenadas principais, estas agruparam as espécies de parasitos (Fig. 06) na area estudada,
apesar da baixa explicagdo (40,27% da variancia, explicada pelos trés primeiros
autovalores), em especial, devido as particularidades relacionadas aos préprios parasitos e
aos seus hospedeiros, tais como grau de infectividade e disponibilidade de hospedeiros no
ambiente. Entretanto trés grupos distintos de espécies foram formados e corresponderam ao
género dos parasitos: Austrodiplostomum, Diplostomum e Sphincterodiplostomum
(circulos) e ao sitio de infeccdo (recurso utilizado): cristalino, humor vitreo e retina
(quadrados) (Fig. 06).

A especificidade das metacercarias de diplostomideos aos hospedeiros e aos sitios
de infeccdo foi avaliada nas sete espécies encontradas. Entretanto, os indices de distancia
taxondmica média (Stp) e variancia da diversidade taxondémica (VarStp) somente foram

calculados para duas espécies de parasitos: A. ostrowskiae e Sphincterodiplostomum sp.,
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uma vez que as demais espécies, caracterizadas pelo morfotipo (Diplostomum sp. D) e

molecularmente foram encontradas em somente uma espécie de hospedeiro (Stp= 0) (Tab.

02, Fig. 07).
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Figura 06. Dispersdo dos escores das coordenadas principais calculados com as distancias evolutivas das
espécies de diplostomideos coletadas em diferentes hospedeiros na planicie de inundacdo do alto Rio Parana,
Brasil, em junho de 2011. Circulos correspondem ao género dos parasitos: azul — Austrodiplostomum; laranja
— Sphincterodiplostomum; preto — Diplostomum. Quadrados correspondem ao sitio de infecgdo: azul —
humores aquoso e vitreo; vermelho — cristalino; laranja — retina.

Duas espécies de humor vitreo foram abundantes, A. ostrowskiae e Diplostomum

sp. F. Austrodiplostomum ostrowskiae foi uma espécie generalista, uma vez que apresenta

ampla gama de hospedeiros distantes filogeneticamente (Stp = 3,58, maximo possivel Stp

= 4) (Fig. 07), e a distribuicdo de suas metacercéarias ndo foi uniforme, sendo a alta

abundancia registrada somente em P. squamossisimus (Tab. 02). Todas as demais espécies
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registradas foram especialistas quanto ao hospedeiro e ao sitio de infec¢do explorado,
inclusive Sphincterodiplostomum sp., que possuiu dois hospedeiros congenéricos (Stp = 1)
e por isso foi considerada especialista. As espécies Austrodiplostomum sp. 2, Diplostomum
sp. C e Diplostomum sp. D foram consideradas raras, pois foram registradas em poucos

individuos de somente uma espécie de hospedeiro (Tab. 02, Fig. 07).
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Figura 07. Especificidade ao hospedeiro e ao sitio de infec¢do das metacercérias de diplostomideos coletadas
em diferentes peixes hospedeiros em junho de 2011, na planicie de inundagdo do alto Rio Parana, Brasil.
Distancia taxondmica média calculada de acordo com Poulin ¢ Mouillot (2005), como sendo uma estimativa
da afinidade filogenética dos hospedeiros. A espécie Diplostomum sp. D ndo foi caracterizada
molecularmente. A legenda indica os parametros mensurados no eixo y.

As espécies que exploram o humor vitreo possuem uma gama de hospedeiros
maior do que as espécies que exploram outros sitios de infeccdo (micro-habitat / recurso).
Entretanto, nenhum dos parasitos observados no presente estudo apresentou competicao

pelo sitio de infeccéo, inclusive A. ostrowskiae, que foi generalista somente em relacéo ao

hospedeiro. A Unica coocorréncia parasitaria, Diplostomum sp. D e Sphincterodiplostomum
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sp. em S. insculpta, parece ndo demonstrar competicdo, uma vez que 0S parasitos sao

especializados em recursos distintos.

2.4 DISCUSSAO

Na América do Sul, os estudos de parasitos de peixes utilizando a ferramenta
molecular s&o escassos (Gasques et al., 2013), o que dificulta interpretacdes sobre a real
distribuicdo destes dentro e entre os ambientes. Os estudos de parasitos de peixes por meio
de metodologias tradicionais haviam anteriormente registrado poucas espécies de
diplostomideos neste continente, em especial, Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928),
em inumeras espécies de hospedeiros em diferentes ecossistemas (Takemoto et al., 2009;
Ramos et al., 2013). Contudo, o presente trabalho revelou a presenca da espécie A.
ostrowskiae, descrita na América do Norte, amplamente distribuida nos peixes da planicie
de inundacdo do alto rio Parana, Brasil. Este trabalho representou, ainda, um grande
incremento no conhecimento sobre a diversidade de diplostomideos em peixes neotropicais,
uma vez que seis espécies foram caracterizadas molecularmente.

Os dados moleculares revelaram uma diversidade de metacercarias de
diplostomideos parasitando os olhos de peixes na planicie de inundacao do alto rio Paran4,
demonstrando padrdes distintos de especificidade e particdo de recursos. Os resultados néo
demonstraram competicdo, ja que poucas coocorréncias foram registradas sem
sobreposicao na utilizacdo do recurso explorado (disponivel no sitio de infecgéo).

A maioria das espécies de parasitos foi especifica ao hospedeiro, corroborando a
hipdtese testada, na qual parasito e hospedeiro evoluiram conjuntamente, 0 que propiciaria
0 reconhecimento do hospedeiro pelas fases infectantes (cercarias) e a selecdo de sitios de

infeccdo imunologicamente privilegiados (no caso, os olhos). Os tecidos explorados por
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diplostomideos sdo imunologicamente privilegiados, o que pode explicar por que as
metacercérias ndo formam cistos como a maior parte dos Strigedea (Locke et al., 2010a). A
auséncia de sistema imunolégico altamente ativo em certos tecidos (como o tecido nervoso)
teria a funcdo de prevenir mudancas patoldgicas severas que poderiam ser causadas por
reacOes imunes, como a inflamacdo destes sitios (Stein-Streilein e Streilein, 2002).

Na planicie de inundacdo do alto rio Parana, os resultados demonstram que
somente uma espécie, Diplostomum sp. A, foi encontrada parasitando o cortex do cristalino
em P. galeatus (Fig. 4B), sendo considerada uma espécie especifica ao hospedeiro e ao
sitio de infeccdo. Ja Locke et al. (2010b) registraram, em uma abordagem molecular, seis
espécies de diplostomideos parasitando o cristalino (lentes) de diversas espécies de peixes
no Canada, e postularam que as espécies que parasitam as lentes sdo generalistas devido a
um principio fisioldgico. Isto €, os parasitos conseguem se estabelecer neste sitio de
infeccdo (lentes) em vérias espécies de hospedeiros, pois este € um compartimento
avascularizado e com atividade imune restrita em vertebrados (Stein-Streilein e Streilen,
2002; Sitja-Bobadilla, 2008).

Estes resultados podem apontar para diferentes pressdes evolutivas nas regides
Neoartica (Canada) e Neotropical (Brasil), que levaram os parasitos de cristalino a
diferentes graus de especificidade ao hospedeiro, mantendo a capacidade de explorar este
recurso. De acordo com Krasnov e Poulin (2010) é esperado que com o aumento da latitude
(regides temperadas e polares) ocorra uma diminuicdo no nivel de especializacdo, com
consequente aumento do nicho e diminuigcdo da riqueza de espécies, o que justificaria a
baixa especificidade dos parasitos registrada por Locke et al. (2010b). Em contrapartida em
regides tropicais haveria um estreitamento de nicho, com consequente aumento de riqueza

de espécies (correlacdo negativa entre latitude e riqueza). Os resultados do presente estudo



54

apontam que esta correlacdo negativa entre a riqueza de espécies (e seu nivel de
especializacdo) e a latitude pode ndo ser universal, conforme sugerido por Vazquez e
Stevens (2004). Isto ocorreria, em especial, em organismos que estejam envolvidos em
redes de interacdo assimétricas, como € o caso dos parasitos (Vazquez et al., 2007).

No Brasil, metacercéarias de A. compactum j& foram registradas no cristalino de
varias espécies de peixes no Rio Parana (Santos et al., 2012), entretanto estes autores ndo
utilizaram ferramentas moleculares para a identificagdo especifica das espécies. A
utilizacdo deste recurso (cortex do cristalino), além de fornecer nutrientes aos parasitos,
forma uma barreira fisica adicional para as respostas imunes mediadas por células (Sharif et
al., 1980; Reite e Evenson, 2006), o qual é um mecanismo importante nas defesas contra
larvas de helmintos (Kreider et al., 2007).

Uma hipétese evolutiva associada a ocorréncia de metacercarias nas lentes foi
sugerida por Szidat (1969), que postula que a capsula das lentes (cortex) pode proteger 0s
parasitos de agBes danosas do suco gastrico durante o processo de digestdo nas aves
hospedeiras definitivas, permitindo uma maior proporcdo de sobreviventes capazes de
chegar ao intestino (sitio de infeccdo das aves). Isto seria uma enorme vantagem para
parasitos troficamente transmitidos, como no caso das espécies aqui estudadas.

Na area estudada, as espécies especialistas quanto ao hospedeiro e especializadas
em explorar o recurso humor vitreo, Diplostomum sp. C e Diplostomum sp. F, utilizaram
hospedeiros da mesma Familia, Erythrinidae, porém de espécies diferentes: H. unitaeniatus
e H. aff. malabaricus, que apesar de demonstrarem baixa variagéo intraespecifica (entre 0,0
e 0,4%), apresentam, em média, 19% de variacdo interespecifica. Isto indica um processo
coevolutivo entre estas associacdes, uma vez que o recurso explorado (substancia presente

no humor vitreo), provavelmente, € um composto comum a ambas as espécies de peixe
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devido a proximidade filogenética. De acordo com Janz e Nylin (1998), na busca pelo
mesmo recurso, um parasito pode ter uma hierarquia de preferéncia por hospedeiro, que
ocorre uma vez que 0 custo para 0 parasito acessar o recurso explorado pode ndo ser
idéntico entre todas as espécies de hospedeiros e mesmo entre individuos da mesma espécie
(Singer et al., 1992). Isto parece ser verdadeiro para ambas as espéecies analisadas e pode
explicar os diferentes valores de abundancia registrados para estas espécies.

Um maior esforco amostral deve ser aplicado em H. unitaeniatus para: 1. verificar
a real abundancia de Diplostomum sp. C nesta populacdo de hospedeiro; e 2. obter
sequéncias moleculares representativas da espécie que possam ser utilizadas para analisar a
variabilidade intraespecifica (aproximadamente 20 sequéncias individuais para a regiao
COX1 em Diplostomum (Locke et al., 2010b)).

Sphincterodiplostomum Dubois, 1936 é monoespecifico e difere dos outros
membros de Diplostomidae pela presenca de uma invaginacao dorsal com um esfincter ao
nivel do testiculo posterior (Lunaschi e Drago, 2006). No Brasil, este parasito ja foi
reportado parasitando outros peixes em diversos sitios de infeccdo: olhos de Cyphocarax
gilbert Quoy et Gaimard, 1824 (Abdallah et al., 2005), S. insculpta (Zago et al., 2013) e
Hoplias aff. malabaricus (Takemoto et al., 2009); ovarios de S. brevipinna (Ceschini et al.,
2010); branquias de Prochilodus lineatus (Lizama et al., 2006); e a cavidade visceral de
Hemisorubim platyrhynchos (Guidelli et al., 2003) e S. insculpta (Zago et al., 2013).

Os resultados do presente estudo revelaram que as metacercarias de
Sphincterodiplostomum sp. tém especificidade ao recurso explorado, no caso a retina, e, em
geral, a hospedeiros filogeneticamente proximos (congenéricos). Porém, registros de ampla
gama de hospedeiros e de sitios de infeccdo diferenciados podem ser um indicativo da

existéncia de espécies cripticas neste género. A existéncia de espécies cripticas ocorre
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devido a alta similaridade morfologica e parece ser amplamente distribuida entre os
metazoarios e as regides geograficas (Pfenninger e Schwenk, 2007). Outro indicativo da
presenca de espécies cripticas neste género foi a obtencdo, pelos autores, de uma sequéncia
molecular de adulto, presente nas aves da planicie de inundacdo do alto rio Parana
molecularmente, distinta das metacercérias (19% de variabilidade interespecifica, dados
néo apresentados neste trabalho).

As metacercarias de Austrodiplostomum spp. foram registradas em 14 hospedeiros,
com diferentes distancias filogenéticas. A baixa especificidade parece estar diretamente
relacionada a capacidade de explorar um dado recurso, comum entre as espécies de
hospedeiros (no caso os humores aquoso e Vvitreo), e a afinidade fisiol6gica entre parasitos e
hospedeiros, uma vez que existiram espécies ndo hospedeiras, conforme sugerido por
Locke et al. (2010a). A identificagdo molecular do morfotipo Austrodiplostomum sp. 1
como A. ostrowskiae, apesar de surpreendente, é justificada pela auséncia de barreiras
fisicas em aves, em especial Phalacrocorax brasilianus (Gmelin, 1789), utilizadas como
hospedeiros definitivos.

Outros autores descreveram a ocorréncia de A. compactum em peixes da bacia
hidrogréafica do rio Parana (Yamada et al., 2008; Takemoto et al., 2009; Zica et al., 2009;
Santos et al., 2012; Ramos et al., 2013), bem como em outras regides brasileiras (Azevedo
et al., 2006; Carvalho et al., 2012). Entretanto, os presentes resultados demonstraram que a
espécie que ocorre na maior parte dos peixes desta regido € A. ostrowskiae, 0 que sugere
identificacdo erronea devido a similaridade morfoldgica das formas metacercariais. Apesar
de outra espécie deste morfotipo ter sido identificada em peixes, indicando a existéncia de
espeécies cripticas neste grupo, a obtencdo de somente uma sequéncia com pequeno ndmero

de nucleotideos e a inexisténcia de outras metacercarias para comparacdo morfologica,
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impediram a identificacdo especifica destes espécimes. Além disso, assim como em
Sphincterodiplostomum sp., uma sequéncia de adulto das aves (dados ndo demonstrados no
presente trabalho) foi obtida sem sucesso na conex&o entre as fases, demonstrando que a
diversidade criptica deste grupo pode ser muito maior.

Dronen (2009) revisando os espécimes utilizados na redescricdo de A. mordax
(realizada por Ostrowski de Nufiez, 1982) observou que estes sdo na verdade A.
ostrowskiae, e sinonimizou as duas espécies registradas na América do Sul, A. compactum
e A. mordax. O encontro de trés espécies molecularmente distintas (duas em peixes e uma
em ave) na planicie de inundacdo retoma a discussdo sobre a distribuicdo e diversidade
deste género, e pode ser um indicativo da existéncia de ambas as espécies previamente
descritas para a América do Sul, reforcando a necessidade da identificagdo molecular em
trabalhos de levantamentos de espécies (check lists). Portanto, este trabalho manterd a
denominacdo Austrodiplostomum sp. 2, em virtude da auséncia de outros espécimes para a
comparagdo morfolégica e molecular. Para a descoberta da diversidade deste género no
Brasil, bem como sua distribuicao, biologia, ecologia e patologia, a utilizagdo da ferramenta
molecular sera imprescindivel para a identificacdo especifica.

De acordo com Rohde (1993), é necessario distinguir “especificidade”, que
depende da intensidade e da frequéncia com que as especies hospedeiras sdo infectadas, de
“numero de espécies de hospedeiro em que o parasito foi encontrado”. Hospedeiros
representam recursos, e entdo uma definicdo operacional de especificidade ao hospedeiro
idealmente deveria refletir a distribuicdo e a heterogeneidade do recurso (Nyman, 2009).
Somado a isso, Brooks e McLennan (2002) sugeriram a existéncia de “falsos generalistas”,
que séo especializados em um recurso que €é filogeneticamente de ampla distribuicdo. Este

parece ser o caso das metacercarias de A. ostrowskiae, j& que estas parecem ndo ser
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especializadas em espécies particulares de hospedeiros (filogeneticamente relacionados),
mas sim especializadas em recursos (humores aquoso e vitreo) que, de acordo com Nyman
(2009), podem ser compartilhados por muitas espécies.

Os organismos interagem com 0 meio ambiente, apresentando plasticidade
fenotipica, que é a capacidade de um gendtipo se expressar em uma variedade de fenotipos
sem alterar as frequéncias genotipicas da populacdo (Poulin, 2007). Isto ocorreu com A.
ostrowskiae, que mesmo dentro de um Unico hospedeiro, apresentou diferencas
.morfoldgicas que poderiam gerar identificagbes erréneas, sem o auxilio da ferramenta
molecular. A plasticidade fenotipica fornece um mecanismo para o ecological fitting
(Janzen, 1985), que explica como um parasito pode ser ecologicamente especializado, mas
ainda ser capaz de trocar de hospedeiro. Se o recurso utilizado pelo parasito é amplamente
distribuido entre muitos hospedeiros, entdo o parasito pode ter a vantagem de se estabelecer
em uma ‘nova’ associacdo especializada sem o custo adicional que envolveria o
desenvolvimento de novas habilidades (Brooks e McLennan, 2002).

Os resultados apresentados sugerem que: 1. a regido Barcodes do DNA
mitocondrial (COX1) é suficiente para a discriminacdo de espécies de Diplostomidae; 2. as
metacercarias de diplostomideos presentes nos olhos de peixes da planicie de inundacéo sao
especialistas, em especial ao recurso explorado (‘falsos generalistas’); 3. existe uma
diversidade criptica que merece futura exploragéo (sob a 6tica molecular); 4. a descricéo do
sitio de infeccdo deve ser especificado como micro-habitat em estudos futuros (o que
podera necessitar de protocolos mais acurados de necropsia); e 5. 0 depdsito de espécimes
em alcool como procedimento metodologico padréo, em estudos futuros, para este grupo,

viabilizando estudos moleculares posteriores.
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Este estudo foi pioneiro no levantamento de dados moleculares destes parasitos no
continente sul-americano. As informagdes aqui contidas poderdo ser consideradas em
estudos ecoldgicos na comunidade parasitaria, 0s quais normalmente ignoram os estagios
larvais e seu efeito sobre a comunidade de hospedeiros. Também poderdo servir de subsidio
para uma identificagdo inicial das fases larvais que infectam os olhos de peixes em
ambientes naturais e de cultivo, nos quais a correta identificacdo € a primeira etapa para

acoes de manejo e controle.
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3 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL E FLUXO GENICO DE
Austrodiplostomum ostrowskiae Dronen, 2009 (DIGENEA:
DIPLOSTOMIDAE) EM DIFERENTES ESCALAS GEOGRAFICAS

RESUMO

Austrodiplostomum ostrowskiae € um parasito amplamente distribuido, sendo que suas
metacercarias ocorrem em peixes de varios rios na Ameérica do Sul. A hipltese de
adaptacdo local foi testada, para o nivel de variacdo genética intraespecifica, para analisar a
existéncia de fluxo génico dos parasitos entre diferentes hospedeiros nestas areas,
ocasionada pela migracdo dos hospedeiros definitivos. Os parasitos foram identificados
molecularmente pela regido COX1 do DNA mitocondrial e sua estrutura genética
populacional foi avaliada, em escala regional e continental, utilizando uma Analise de
Variancia Molecular (AMOVA). Somente A. ostrowskiae foi comum entre as regides
amostradas (Bacias Hidrogaficas Amazonas e Parana, e cultivo no Tocantins), apresentando
baixa especificidade ao hospedeiro peixe, sendo encontrado inclusive em uma espécie
hibrida. A AMOVA ndo demonstrou estruturacdo genética em nenhuma escala, uma vez
gue como parasitos alogénicos, Austrodiplostomum spp. apresenta alto fluxo génico e baixa
variacdo genética intraespecifica entre os ambientes, o que causa a auséncia de estrutura
genética populacional e alta miscigenacdo na América do Sul. O baixo tempo evolutivo
destas associa¢des pode diminuir a estrutura genética populacional, portanto estas devem
ser acompanhadas na tentativa de se conhecer fatores preditores de deriva genética e fluxo
génico entre as populagdes de parasitos em cendrios alterados, seja pela acdo humana direta
(obras de engenharia) ou indireta (mudangas climaticas).

Palavras-chave: América do Sul; COX1; parasito generalista; peixes; ciclo de vida,
AMOVA.



69

POPULATION GENETIC STRUCTURE AND GENE FLOW OF
Austrodiplostomum ostrowskiae Dronen, 2009 (DIGENEA:
DIPLOSTOMIDAE) IN DIFFERENT GEOGRAPHICAL SCALES

ABSTRACT

Austrodiplostomum ostrowskiae has a wide geographic distribution, and their metacercariae
occur in fishes from several rivers on the South America. The hypothesis of local
adaptation was tested to the level of intraspecific genetic variation, to analyze the existence
of a parasite gene flow between different hosts on these areas, caused by the migration of
definitive hosts. Parasites were identified using COX1 region and their population genetic
structure was evaluated by Analysis of Molecular Variance (AMOVA). Just A. ostrowskiae
was recognized in all sampled regions (Amazon and Parana River basins and a farm fish in
Tocantins State), showing low specificity to fish host, their presence was registered even in
a hybrid species. AMOVA did not show genetic organization, usually alogenic parasites,
such as A. ostrowskiae, present high gene flow and low intraspecific genetic variation
between the sampled environments, which cause the absence of a genetic organization and
a high miscegenation on the South America parasite populations. The short evolutionary
time of these interactions may decrease the population genetic structure, therefore these
associations should be observed on the attempt to develop predicting factors of genetic drift
and gene flow between these parasite populations on scenarios altered by direct (engineer

constructions) or indirect human actions (climatic changes).

Keywords: South America; COX1; generalist parasite; fishes; life cycle, AMOVA.
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3.1 INTRODUCAO

Em ambientes fragmentados, as pressdes seletivas que atuam em hospedeiros e
seus parasitos podem diferir entre os locais (Thompson, 1994). Isto pode resultar na
implementacdo de adaptacdo local: o grau de interacdo entre parasitos e hospedeiros é
maior quando ambos estdo em ambientes simpatricos (coocorréncia de parasitos e
hospedeiros) do que em condi¢cBes alopatricas (hospedeiros e parasitos isolados
geograficamente) (Gandon et al., 1996). Em escala geografica, a teoria de adaptagdo local
postula que a estrutura populacional espacial de parasitos e hospedeiros, suas taxas de
dispersdo e diferengas na demografia direcionariam a coevolugdo hospedeiro-parasito
causando um mosaico geografico de pontos com altas e baixas taxas coevolutivas (hotspots
e coldspots) (Thompson, 1994; Lively, 1999).

Aliado a isto, caracteristicas do ciclo de vida dos parasitos, incluindo o modo de
transmissdo, a complexidade do ciclo e a especificidade ao hospedeiro influenciam a
estrutura genética das populacbes parasitarias (Barrett et al., 2008). O grau de
especificidade aos hospedeiros, em especial, pode influenciar a estrutura genética de
parasitos afetando os seus padrBes de fluxo génico entre as espécies de hospedeiros
(Nadler, 1995; Criscione et al., 2005; Poulin e Keeney, 2008). Deste modo, altos niveis de
especificidade ocasionam diferenciacdo genética pela limitacdo do fluxo génico entre as
especies de hospedeiros (Archie e Ezenwa, 2011). Por outro lado, baixos niveis de
especificidade resultam em altas taxas de fluxo génico entre as espécies hospedeiras e
poucas diferengas genéticas entre os parasitos que infectam diferentes hospedeiros (Archie
e Ezenwa, 2011).

O fluxo génico pode introduzir variacdo adaptativa, entdo, diferentes taxas de

migracdo podem modificar a assimetria das taxas evolutivas dos hospedeiros e parasitos
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(Kaltz e Shykoff, 1998), ou tornar a adaptacdo local improvavel (Lively, 1999). Alguns
fatores podem ocasionar a diminuicdo na diferenciacdo genética entre populagdes locais de
parasitos, entre estes a presenca de hospedeiros méveis no ciclo de vida (Nadler, 1995). A
mobilidade dos hospedeiros tem sido proposta como o fator determinante do fluxo génico
dos parasitos, uma vez que estes normalmente sdo dependentes da dispersdo pelo
hospedeiro (Blouin et al., 1995). Em parasitos com ciclos de vida complexos (alogénicos),
incluindo multiplas espécies de hospedeiros, o fluxo génico normalmente é determinado
pelo hospedeiro com a maior taxa de dispersao (Prugnolle et al., 2005).

Este estudo justifica-se: 1. pela ampla distribuicdo geogréafica de
Austrodiplostomum ostrowskiae Dronen, 2009, sendo que muitos trabalhos tém registrado a
presenca de metacercérias deste género em diferentes espécies de peixes e sistemas na
América do Sul (Takemoto et al., 2009; Morais et al., 2011; Ramos et al., 2013; Corréa et
al., 2014); 2. por possuir ciclo de vida complexo, envolvendo moluscos do género
Biomphalaria Preston, 1910, onde ocorre a reproducdo assexuada produzindo cercérias,
que infectam ativamente peixes (Ostrowski de Nufiez, 1982; Pinto e Melo, 2013), com o
desenvolvimento das metacercérias que alcangam o hospedeiro definitivo via cadeia trofica;
3. por apresentar hospedeiro definitivo com alta mobilidade (aves), uma vez que em seu
estadgio adulto é encontrado no intestino de biguas (Phalacrocorax Brisson, 1760) no
continente americano (Dronen, 2009; O’Hear et al., 2014).

O presente trabalho estendeu a hipédtese de adaptacdo local para o nivel de
variacdo genética intraespecifica, objetivando testar a existéncia de fluxo génico dos
parasitos entre diferentes hospedeiros de bacias hidrograficas da Ameérica do Sul
ocasionada pela migracdo das aves (hospedeiros definitivos). A predicdo é que, como

parasitos alogénicos, os espécimes de Austrodiplostomum apresentardo alto fluxo génico e



72

baixa variacdo genética intraespecifica entre os ambientes amostrados, demonstrando

auséncia de estrutura genética populacional e alta miscigenacdo na América do Sul.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os peixes foram coletados entre 2011 e 2013, em cinco pontos nas seguintes
bacias hidrogréaficas: Amazonica (lquitos, Peru e Manaus, Brasil) e Parana (Porto Rico, PR,
Brasil e Santa Fé, Argentina) (Fig. 01). Além destes, uma espécie hibrida de peixe,
Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766) x Leiarius marmoratus (Gill, 1870), foi
coletada de criadouro comercial localizado proximo & bacia do rio Tocantins (Brasil) (Fig.
01). Estes peixes foram coletados pela EMBRAPA Aquicultura Tocantins e as amostras
foram enviadas, fixadas em alcool 95° GL, ao laboratério de Ictioparasitologia do Nupélia
para necropsia e identificacdo. A Tabela 01 contém as coordenadas de cada local amostrado
bem como as espécies de peixes coletados em cada ponto. As coletas em territério nacional
foram realizadas sob autorizacdo do 6érgdo ambiental competente (SISBIO n° 38165-
1/2013). As distancias entre os locais amostrados variaram entre 1.230 km (dentro na Bacia
do Parana) e 3.371 km (entre Santa Fé — Argentina e Iquitos — Peru).

Os peixes foram sacrificados por sec¢do medular, sob autorizacdo do Conselho de
Etica da Universidade Estadual de Maringad (CEAE — Parecer 123/2010) e identificados
segundo chaves de identificacdo especifica para cada grupo. Os dados individuais de
comprimento padréo, peso, sexo e local de amostragem foram anotados como informagéo

adicional, para analises posteriores sobre a distribuicdo dos hospedeiros.
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Figura 01. Localizagéo dos pontos de coleta nas bacias hidrograficas da América do Sul. Bacia Amazonica:
A. lquitos, Peru; B. Manaus, AM, Brasil. C. Bacia Tocantins, Palmas, TO, Brasil. Bacia Parana: D. Planicie
de inundacéo do alto Rio Parand, PR/MS, Brasil; E. Rio Parana, Santa Fé, Argentina. Fonte: Google Maps.

O exame parasitoldgico teve inicio com a remocao do globo ocular dos peixes, que
foram mantidos em solucéo salina a 0,65% até a necropsia ou acondicionados em etanol
70° GL (em amostras internacionais). O globo ocular foi seccionado e subdividido nas
seguintes regides: humor aquoso, cristalino, humor vitreo e retina.

Os parasitos recolhidos foram fixados em etanol 70° GL e mantidos em etanol 95°
GL, sob refrigeracdo. A classificacdo inicial foi realizada pelo morfotipo, utilizando a
chave de Gibson et al. (2002), e pelo sitio de infeccdo especifico para posterior analise

molecular. Todas as metacercarias inseridas neste estudo foram identificadas



74

molecularmente. Os indices parasitologicos foram calculados de acordo com Bush et al.
(1997).

Para medir a especificidade das metacercérias de Austrodiplostomum aos peixes
hospedeiros locais foram usados o nimero de espécies hospedeiras, obtido no presente
estudo e dois indices filogenéticos. A diversidade filogenética dos hospedeiros foi estimada
usando Stp, a distdncia média taxondmica entre todas as espécies de hospedeiros infectadas
por A. ostrowskiae, e sua variancia associada VarStp, a qual reflete a heterogeneidade das
relacOes filogenéticas entre os hospedeiros (Poulin e Mouillot, 2003). Estes indices foram
calculados utilizando o programa TaxoBiodiv2 (Poulin e Mouillot, 2005)

(http://www.otago.ac.nz/parasitegroup/downloads.html).

A hierarquia taxondmica do hospedeiro usada para o célculo dos indices de
especificidade inclui as categorias Reino, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie,
baseado em Graca e Pavanelli (2007) e chaves especificas para cada grupo. Usando estes
niveis taxondmicos, o valor madximo do indice Stp pode ser 4 (quando todos os hospedeiros
pertenceram a diferentes ordens). O valor de Stp=1 significa que todas as espécies de
hospedeiros para uma dada espécie de parasito sdo congenéricas e o valor de Stp=0
significa que existe somente um hospedeiro conhecido para uma dada espécie de parasito.
Todos estes indices foram calculados apos a identificacdo molecular dos parasitos.

Os espécimes de parasitos, coletados nas cinco localidades amostradas, foram
utilizados para analise molecular, entretanto, somente A. ostrowskiae foi comum a todas as
regibes amostradas. A regido do citocromo oxidase 1 do DNA mitocondrial foi escolhida
para a identificacdo destes parasitos pois exibe taxas de variagdo maiores do que as
encontradas na regido do espacador transcrito interno do DNA ribossomal (ITS) e pode

servir como um marcador mais sensivel para a deteccdo de espécies (Vilas et al., 2005). A
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extracdo, a amplificacdo e o sequenciamento desta regido foram realizados no Centro
Canadense para DNA Barcoding (Canadian Centre for DNA Barcoding — CCDB) em Guelf
(Ontério, Canada), utilizando os primers Plat-diploCOX1F/R e MplatCOX1F/R, seguindo
0 protocolo descrito por Moszczynska et al. (2009). Informagdes adicionais sobre os
espécimes, tais como cromatogramas originais, hospedeiro, local de amostragem e

fotografias (em alguns casos) estdo disponiveis no site http://www.barcodinglife.org, no

projeto DIPSA.

O DNA coletado dos espécimes de Austrodiplostomum foi usado como uma
ferramenta para a delimitacdo de espécies, para excluir a possibilidade de utilizacdo de
espécies cripticas deste morfotipo nesta analise, 0 que descaracterizaria a estrutura genética
populacional. Isto foi necessario ja que as metacercarias desta familia sdo dificeis de serem
identificadas em nivel especifico somente com métodos morfoldgicos tradicionais (Locke
et al., 2010). Na maioria dos casos, os cromatogramas F e R (forward e reverse,
respectivamente) foram alinhados, requerendo pouca edi¢do, sendo obtidas sequéncias
consensus para cada espécime. O objetivo desta pratica foi obter sequéncias COX1 do
maior  numero de  metacercarias. O  programa  Chromas  Lite 2.1

(www.technelysium.com.au) foi utilizado para a visualizagdo dos cromatogramas como

ferramenta auxiliar nas edigdes das sequéncias. O alinhamento foi realizado utilizando o
método MUSCLE (Edgar, 2004) e as divergéncias evolutivas (intraespecificas) foram
calculadas com a distancia Kimura 2-parametros (Kimura, 1980) com delecdo parcial de
gaps, com o auxilio do programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). As sequéncias serao
depositadas no GenBank a posteriori.

Para a confirmacdo da identificacdo destas metacercarias uma arvore filogenética

foi construida, pelo Método de Maxima Verossimilhancga, calculada pela distancia Kimura
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2-parametros entre as sequéncias COX1 (Kimura, 1980), com alinhamento parcial, sendo a
robustez avaliada pelo Método de Bootstrap com 1000 replicagdes, utilizando o programa
MEGA 5.0, e Hysteromorpha triloba (Locke et al., 2011; n° de acesso no GenBank =
JF769476.1) como grupo externo. Somente foram utilizados espécimes identificados, por
meio de pesquisa BLAST no GenBank, como Austrodiplostomum ostrowskiae Dronen,
2009 (n° de acesso no GenBank = JX468066, O’Hear et al. (2014)).

Os digenéticos amostrados neste estudo tém um estagio de reproducdo assexuada
nos moluscos, sendo que as cercarias sao liberadas no corpo d’agua e infectam os peixes.
Consequentemente, muitos parasitos do hospedeiro peixe, da mesma localidade, podem ter
0 mesmo genoétipo. Para evitar que estes ‘clones’ aumentem artificialmente a subdivisdo
genética entre as subpopulacdes, as metacercarias foram selecionadas do maior nimero
possivel de hospedeiros individuais e enviadas para sequenciamento. Para avaliar a
presenca de clones, sequéncias dos parasitos obtidos em cada hospedeiro foram alinhadas
entre si para analise das divergéncias nucleotidicas (nimero de diferencas entre os
hapl6tipos).

Para entender como a variagdo genética das metacercarias de A. ostrowskiae estava
distribuida entre as subpopulacbes foi utilizada uma Andlise de Variancia Molecular
(AMOVA; Excoffier et al., 1992), com o programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2010).
Esta analise é baseada na variancia da frequéncia genética e leva em consideragdo o numero
de mutagdes em diferentes loci (Wang et al., 2006). O grau de correlacdo genotipica foi
estimado hierarquicamente, pelo programa Arlequin 3.5, sob duas perspectivas: (i) em
escala regional - dentro e entre as subpopula¢des encontradas nos trés subsistemas da

planicie de inundagédo do alto rio Parana (Baia, Ivinhema e Parand) e dentro e entre as
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ordens dos peixes hospedeiros registrados; e (ii) em escala continental - dentro e entre as
subpopulagdes dos cinco ambientes amostrados.

O numero de haplétipos (h), as diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica (x), a
determinacdo dos haplétipos, a frequéncia haplotipica, a particdo da diversidade genética
pelo célculo da AMOVA, e a estruturacdo populacional pelo Fst par a par foram calculados
para os locais amostrados (planicie de inundacdo — em escala geogréfica regional e
América do Sul — em escala geogréfica continental), com o auxilio do programa Arlequin
3.5. A rede de haplétipos foi baseada no algoritmo median-joining (Bandelt et al., 1999),

gerada pelo programa Network 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd — http://www.fluxus-

engineering.com).

3.3 RESULTADOS

Dos 1199 peixes coletados, 18 espécies caracterizaram-se como hospedeiras para
Austrodiplostomum na América do Sul (Fig. 02), incluindo a espécie hibrida coletada em
criadouro no Estado de Tocantins. Uma espécie de hospedeiro, Plagioscion
squamosissimus (Heckel, 1840), foi comum em duas bacias hidrogréficas analisadas:
Amazonica e Parand. Apesar de presente na Bacia do Parana, Astronotus crassipinnis
(Agassiz, 1831) so foi encontrada parasitada na Bacia Amazonica, entretanto apresentou
baixas prevaléncia e intensidade (Tab. 01).

Das 963 metacercarias recolhidas no humor vitreo, 68 foram submetidas a
caracterizacdo molecular, destas 42 apresentaram mais de 300 pb e foram identificadas
como A. ostrowskiae, permitindo sua utilizagdo neste trabalho (Tab. 01).

A especificidade de A. ostrowskiae foi avaliada nas duas bacias hidrograficas

analisadas. No Tocantins, estes indices ndo foram calculados uma vez que somente uma
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espécie de peixe foi analisada (Stp = 0). Austrodiplostomum ostrowskiae € uma espécie
generalista quanto ao hospedeiro em ambos os sistemas, uma vez que explora ampla gama
de espécies distantes filogeneticamente (Stp Total = 3,37) (Fig. 03), mas é especialista em
relacdo ao recurso utilizado (humores aquoso e vitreo); além disso, a distribuicdo de suas
metacercarias ndo foi uniforme, sendo a alta abundéncia registrada somente em P.

squamossisimus (Tab. 01).

900 1 834
m N° Peixes Coletados
800 - L.
m N° Espécies Coletadas
700 A N° Espécies Parasitadas
600 -
500 A
400 -
304
300 A
200 -
100 - 34 40
4 26 g 1 -1 1
0
Iquitos ‘ Manaus Planicie Santa Fé Palmas
Amazonas Parana Tocantins
Bacia Hidrografica

Figura 02. Numero de peixes analisados, nimero de espécies coletadas e nimero de peixes parasitados em
diferentes Bacias Hidrograficas na América do Sul, entre 2011 e 2013. A legenda indica os parametros
mensurados no eixo y.

A analise filogenética de méaxima verossimilhanca ndo demonstrou clados
relacionados a regido geografica (Fig. 03), portanto com relagdo a esta caracteristica as
sequéncias estavam distribuidas aleatoriamente na arvore. A sequéncia SL1_PR ficou

separada das demais ja que é um haplétipo Unico com alta diversidade nucleotidica (Tab.

02).
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Figura 02. Especificidade ao hospedeiro de Austrodiplostomum ostrowskiae coletadas em diferentes Bacias
Hidrograficas na América do Sul, entre 2011 e 2013. Distancia taxondémica média calculada de acordo com
Poulin e Mouillot (2005), como sendo uma estimativa da afinidade filogenética dos hospedeiros. A legenda
indica os pardmetros mensurados no eixo y.

A variabilidade intraespecifica de A. ostrowskiae dentro e entre as subpopulacdes
(Tab. 03) demonstrou que a planicie de inundagdo do alto rio Parana apresenta as maiores
taxas de divergéncia evolutiva, entretanto isto pode ser um reflexo do maior nimero de
sequéncias e hospedeiros registrados nesta regido. Por este motivo as amostras foram
divididas entre os subsistemas da planicie de inundacdo para analise da estrutura
populacional destes parasitos em menor escala geografica (regional).

A comparacdo genetica entre as subpopulagdes presentes na planicie de inundagéo
do alto rio Parand identificou 17 haplétipos (Tab. 04) com 26 substituicdes (Tab. 05),
produzindo no total 561 loci compartilhados dos 587 existentes no conjunto amostral. A
base nitrogenada mais frequente nestes especimes foi a Timina e a variabilidade molecular
foi devida, principalmente, ao nimero de transicfes (em média oito em cada subsistema

analisado) (Tab. 05).
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PL1_TO Haplétipo 21
JX468066 — Austrodiplostomum ostrowskiae
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L CK3_PR Hapldtipo 12
. SB1_PR Haplétipo 14
L—. SLi_PR Haplétipo 7

JF769476 — Hysteromorpha triloba

0.02

Figura 03. Analise Filogenética de Maxima Verossimilhanca, calculada pela distancia Kimura 2-parametros e
delecdo parcial de gaps, as sequéncias de Austrodiplostomum ostrowskiae obtidos em peixes hospedeiros
coletados em diferentes ambientes na América do Sul entre 2011 e 2013, utilizando Hysteromorpha triloba
(Locke et al., 2011) como grupo externo. Cada sequéncia esté identificada com as iniciais especificas do peixe
hospedeiro, o nimero de hapl6tipos de cada hospedeiro analisado e o local amostrado (exemplo, LP1_PR =

espécime 1 coletado em Loricariichthys platymetopon na planicie de inundacdo do alto rio Parana). As cores
indicam haplétipos semelhantes e sua identificagéo.
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Tabela 03. Variabilidade intraespecifica da regido do citocromo oxidase 1 (COX1) do DNA mitocondrial de
Austrodiplostomum ostrowskiae coletados em peixes nas diferentes bacias hidrograficas analisadas, entre
2011 e 2013. Valores em destaque (cinza) representam a variabilidade intraespecifica dentro da
subpopulacdo; os demais representam as variabilidades intraespecificas entre as subpopula¢des, ambos foram
calculadas pelo modelo Kimura 2-parametros. Os valores representam a média encontrada dentro e entre os
locais amostrados e 0s valores em parénteses representam a amplitude de variacéo.

Bacia N Subpopulacéo
Hidrogréafica Regiao 1 > 3 4 5
1 Manaus 0,3%
Amazonica ltitos 0,4% 0,4%
4 (0,0-0,9%) (0,0-0,9%)
0, 0, 0,
3 Tocantins Palmas 0,3% 0,3% L
(0,0-0,8%) (0,0-1,0%) (0,0-0,8%)

4 Planicie 0,6% 0,5% 0,5% 0,6%

Parani (0,0-1,7%) (0,0-1,7%) (0,0-1,4%) (0,0-2,4%)
5 Santa Fé 0,2% 0,4% 0,3% 0,5% 0,1%

(0,0-04%) (0,0-0,9%) (0,0-08%) (0,0-1,7%) (0,0 0,2%)

Tabela 04. Frequéncia absoluta de haplétipos da regido COX1 do DNA mitocondrial encontrados em
Austrodiplostomum ostrowskiae coletados em peixes nas diferentes bacias hidrogréficas analisadas, entre
2011 e 2013.

Amazodnica Parana Tocantins
Haplotipo Manaus Iquitos Planicie Santa Fé  Palmas
HAP 1 1 4 6 1 3
HAP 2 0 0 1 2 0
HAP_ 3 0 1 1 0 1
HAP 4 0 0 2 0 0
HAP 5 0 0 2 0 0
HAP 6 0 1 1 0 0
HAP 7 0 0 1 0 0
HAP 8 0 0 1 0 0
HAP 9 0 0 1 0 0
HAP 10 0 0 1 0 0
HAP 11 0 0 1 0 0
HAP 12 0 0 1 0 0
HAP 13 0 0 1 0 0
HAP 14 0 0 1 0 0
HAP_15 0 0 1 0 0
HAP 16 0 0 1 0 0
HAP 17 0 0 1 0 0
HAP 18 1 0 0 0 0
HAP_19 0 1 0 0 0
HAP 20 0 1 0 0 0
HAP 21 0 0 0 0 1

Entretanto, como os ambientes analisados estdo conectados tanto por via hidrica

(corpo d’agua) quanto pela mobilidade do hospedeiro definitivo (aves), estas diferencas
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provavelmente ndo estdo relacionadas diretamente a localizacdo geografica dos
hospedeiros, mas sim aos proprios hospedeiros analisados. Para avaliar este fato, uma nova
andlise de variabilidade molecular foi realizada tendo como grupo a Ordem dos peixes
hospedeiros e como amostra as espécies estudadas (Tab. 06). As maiores variabilidades
nucleotidicas estiveram relacionadas a Ordem Perciformes, composta principalmente por
espécies introduzidas neste ambiente. Por estarem expostas as condi¢cbes ambientais em
menor escala temporal (interagdes recentes), estas espécies ndo estariam imunes a maioria
das linhagens de parasitos, 0 que promove um actimulo de hapl6tipos com as maiores
diversidades nucleotidicas (Tab. 02), aumentando a variabilidade. Além disso, esta pode ser
o resultado da selecdo imposta pelo predador (hospedeiro definitivo), que seleciona como
presas peixes desta Ordem, permitindo a complementacéo do ciclo e a transmissdo dessa
variacdo (mutacdo) para outros estdgios. Outro fator relacionado pode ser a maior
suscetibilidade destes peixes como hospedeiros intermediarios (maiores intensidades) (Tab.
01), o que também auxiliaria no acimulo de maior nimero de haplétipos.

Tabela 05. indices de variabilidade molecular intra e interpopulacional da regido do citocromo oxidase 1

(COX1) do DNA mitocondrial de Austrodiplostomum ostrowskiae coletadas em peixes nos diferentes
subsistemas da planicie de inundacéo do alto rio Parand, em junho de 2011. n = diversidade nucleotidica.

i . Planicie . Desvio
Diversidade Molecular Meédia <
Baia Ivinhema Parana Padrao ()
- nimero amostral de sequéncias 14 6 3 7,66 4,64
é ntimero de haplétipos 14 6 3 7.66 4,64
s numero de loci observado 587 587 587 - -
; nuamero de loci uteis 349 336 422 - -
£ A(%) 18.58 18.53 19.00 18.70 0.21
T oG 18,00 18.03 17,89 17.97 0.06
£ cw) 12,17 12.13 12.36 12,22 0.10
T T(W) 51,25 51,31 50,75 5131 0.25
T n°de transicdes 12 7 5 8.0 7.162
'§ n° de transversdes 1 1 0 0,66 0,89
2 n°de substiticdes 13 8 5 8.67 8.04
:’% n° de substitui¢des Unicas 10 6 1 5,67 6,05
E o 2 2,67 3.34 2,73 0.57
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Apesar da variagdo observada estar aparentemente relacionada aos subsistemas da
planicie de inundacdo do alto rio Parana e as espécies de hospedeiros, a AMOVA néo foi
significativa para nenhuma destas fontes de variacdo, demonstrando ndo haver estrutura
genética populacional em escala regional (p>0,05) (Tab. 07). Em especial, este resultado é

um reflexo da distribuicdo haplotipica entre os ambientes e os hospedeiros analisados.

Tabela 06. indices de variabilidade molecular intrapopulacional da regi&o do citocromo oxidase 1 (COX1) do
DNA mitocondrial de Austrodiplostomum ostrowskiae coletadas em diferentes espécies de peixes hospedeiros
na planicie de inundagdo do alto rio Parana, em junho de 2011. n = diversidade nucleotidica, d.p. = desvio
padréo.

Grupos Hospedeiros Numero de x
(Ordem) Haplétipos
Acestrothynchus lacustris 1 0
Characiformes Schizodon borellii 1 0
T Médio (= d.p.) 0 (£0.0)
Cichla kelberi*® 4 2.5
Geophagus cf. proximus™ 2 4
Perciformes Satanoperca pappaterra 2 2
Plasgioscion squamosissimus ™ 5 2.4

T Médio (= d.p.) 2.725 (x0.877)
1

0

2
Sorubim lima 3.5

T Médio (= d.p.) 1.625 (£1.493)

* Espécies introduzidas na planicie de inunda¢éo do alto rio Parana.

Hemisorubim platyrhvnchos
Loricariichthys platymetopon™
Siluriformes Pteryvgoplichthys ambrosettii™*

= o= R

Em escala continental, quando as subpopulac6es presentes nos diferentes locais da
América do Sul foram comparadas observou-se a presenca de 21 hapl6tipos, sendo 15
unicos (Tab. 04). As diversidades haplotipica e nucleotidica (7) foram maiores no ambiente
planicie da Bacia Hidrografica Parana (Tab. 04; Tab. 08), em especial pelo maior nimero
de hospedeiros e de sequéncias analisadas nesta regiéo.

Quando a AMOVA foi realizada em escala geografica continental também néo
houve significancia (p>0,05), isto &, os locais amostrados agrupados nas trés bacias
hidrograficas indicam pouca ou nenhuma estrutura genética populacional tanto entre os

locais quanto entre as regides (Tab. 07). Portanto, as subpopulagdes de A. ostrowskiae
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presentes na América do Sul constituem uma Unica metapopulacdo, com alto fluxo génico,
nas quais os eventos de colonizacdo provavelmente sejam geridos pela migracdo das aves

hospedeiros definitivos.

Tabela 07. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) da regido do citocromo oxidase 1 (COX1) do DNA
mitocondrial de Austrodiplostomum ostrowskiae em diferentes escalas geogréficas. A escala regional
descreve como a diferenciacdo genética € dividida entre os hospedeiros e os locais amostrados na planicie de
inundacdo do alto rio Parana. A escala continental descreve como a diferenciacdo genética é dividida entre os
locais amostrados na América do Sul.

Escala . Porcentagem

Geografica Fonte de Variacao de Variacao Fsr p
Entre os grupos (ordem) 0.42
Entre os hospedeiros 2023
dentro dos grupos i -0.198 0.9843

Regional . .
Dentro dos hospedeiros (espécie) 119.81
Entre os subsistemas 1.66
i 0,016 0.3059

Dentro dos subsistemas 98.34
Entre os locais 6.29

Continental Entre as populagoes 7,59 -0,013  0.6967
dentro dos locais
Dentro das subpopulagdes 101.29

Tabela 08. indices de variabilidade molecular intra e interpopulacional da regido do citocromo oxidase 1
(COX1) do DNA mitocondrial de Austrodiplostomum ostrowskiae coletadas em peixes nos diferentes bacias
hidrogréaficas na América do Sul, entre 2011 e 2013. = = diversidade nucleotidica.

Diversidade Molecular Amazbnica Parand Tocantins Media Desvio
Manaus Iquitos  Planicie SantaFé Palmas Padrao (1)

= numero amostral de sequéncias 2 8 24 3 5 8.4 8.06
§ nimero de haplétipos 2 5 17 2 3 5.8 5,71
H numero de loci observado 587 587 587 587 587 - -

E numero de loci tteis 372 369 349 562 366 - -

t% A (%) 17,98 18.8 18,66 18,78 18,17 18,48 0,34
E G (%) 18,40 17.64 17.96 17.66 18,35 18,00 0,33
_E C (%) 12,02 12,29 12,19 12,32 12,13 12,19 0,11
= T (%) 51,60 51,27 51,19 51,23 51.35 51.33 0,15
'§ n° de transicdes 1 4 18 1 3 5.4 7.16
% n°de transversdes 0 0 2 0 0 0.4 0.89
E n° de substituicdes 1 4 20 1 3 3.8 8.04
?E; n° de substituicdes Unicas 1 1 14 0 0 3.2 6,05
E T 1 1 3,34 0,67 1,2 1.44 1,07

A rede haplotipica construida demonstrou que a maioria dos espécimes que difere

do haplotipo mais frequente (haplotipo 1) tem somente uma mutagdo entre si (Fig. 04),
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sendo que o maior nimero de passos mutacionais foi 5 entre 0 HAP_1 e 0 HAP_7. Além
disso, observou-se que, com excecdo da localidade Santa Fé, todas as demais apresentaram
linhagens mitocondriais exclusivas. A maioria dos haplo6tipos deriva do haplétipo 1, e este
por sua vez, ocorre em alopatria. Por outro lado, existem haplétipos divergentes ocorrendo
em simpatria em todos os ambientes amostrados.

Estes resultados ressaltam a auséncia de estruturacdo genética populacional de
Ausrodiplostomum ostrowskiae em escala regional e continental, demonstrando o alto fluxo

génico entre estas subpopulagdes.

HAP_21

HAP_9

HAP 11

HAP 10

HAP_170—

HAP_14

O
HAP_16

@,
HAP_7

Figura 04. Rede de Haplétipos da regido COX1 do DNA mitocondrial para Austrodiplostomum ostrowskiae
coletados em diferentes locais da América do Sul, entre 2011 e 2013, baseada no algoritmo median-joining
(Bandelt et al., 1999). Os circulos representam os haplotipos e sdo proporcionais as frequéncias absolutas dos
mesmos. O losango vermelho representa um né filogenético e os nimeros, a localizacdo dos pontos
mutacionais na sequéncia.
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3.4 DISCUSSAO

Devido ao seu modo de vida, a dispersdo dos parasitos € normalmente mediada
pela biologia dos seus hospedeiros (Louhi et al., 2010). Os trematodeos digenéticos com
ciclos de vida complexos utilizam hospedeiros intermediarios (moluscos e peixes) que tém
populacdes localmente estruturadas e apresentam pouco fluxo génico (baixo potencial
migratorio). Entretanto, a maioria das espécies apresenta como hospedeiros definitivos
vertebrados altamente moveis, capazes de se movimentar por uma grande area geografica
cobrindo muitas populacGes de hospedeiros intermediarios. Estas espécies terdo adaptacao
local ao hospedeiro restringida pelo alto fluxo génico ocasionado pela grande mobilidade
de hospedeiros definitivos (Dybdahl e Lively, 1996). Estes processos, fluxo génico e
mobilidade do hospedeiro definitivo, parecem ser os norteadores da estrutura genética
populacional de A. ostrowskiae, ou da auséncia de diferencas nesta, em ambas as escalas
espaciais analisadas. Entretanto, ndo agem isoladamente.

Louhi et al. (2010), ao analisar a estrutura genética populacional de Diplostomum
spathaceum em seu primeiro hospedeiro intermediario (Lymnaea stagnalis) na Finlandia,
ao longo de um gradiente espacial (300 km), também ndo encontrou evidéncia de
isolamento genético ocasionado pela distancia geografica. Em grandes escalas geograficas,
a maioria dos estudos de estrutura genética populacional foi realizada em parasitos com
potencial zoondtico, como Fasciola hepatica (Semyenova et al., 2006) e Schistosoma
japonicum (Wang et al., 2006), e ambos os estudos ndo apresentaram estruturacdo genética
populacional. O presente trabalho testou a existéncia de estrutura genética ocasionada pela
distdncia, em uma espécie amplamente distribuida, em gradiente geografico regional
(planicie de inundacdo do alto rio Parand) e isolados geograficamente (America do Sul). A

auséncia de estrutura genética populacional em ambas as escalas geogréaficas, regional e
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continental, em Austrodiplostomum ostrowskiae demonstrou que esta espécie constitui uma
Unica metapopulacdo na América do Sul, apesar do isolamento entre as bacias hidrograficas
analisadas (Amazonica, Parana e Tocantins).

Como uma espécie alogénica, com ciclo de vida complexo e ampla gama de
hospedeiros utilizados, altas taxas de fluxo génico e, consequentemente, baixas taxas de
adaptacdo local eram esperadas para A. ostrowskiae em escala geogréfica. Entretanto,
alguns aspectos relacionados ao ciclo de vida merecem maiores consideragdes, tais como a
amplitude de distribuicdo e habitos migratorios dos hospedeiros definitivos, a utilizacdo de
varios moluscos e peixes como hospedeiros intermediérios e o papel do host switch na
colonizacdo de novos hospedeiros.

Austrodiplostomum ostrowskiae foi descrita inicialmente no intestino de bigués,
Phalacrocorax auritus Lesson, 1831 (Aves: Phalacrocoracidae), no Texas (Dronen, 2009) e
foi recentemente registrada em P. brasilianus (Gmelin, 1789) no Mississipi (O’Hear et al.,
2014). A primeira ocorréncia na América do Sul foi registrada por Drago et al. (2011) em
P. brasilianus na Argentina. Como estas aves tém ampla distribuicdo no continente, dos
Estados Unidos a Patagbnia Argentina (Orta, 1992), pode-se inferir que estes parasitos
utilizam as aves desta familia como hospedeiros definitivos e que a migracdo destas
possivelmente, foi a responsavel pela disseminacdo destes parasitos pelo continente.
Entretanto, os padrGes migratorios destas aves sdo classificados como regionais (Nunes e
Tomas, 2004), isto é, elas ndo realizam grandes migracdes, pelo menos ndo em escala
continental.

A hipotese mais provavel que contempla a disseminacdo parasitaria pelos
movimentos migratorios destes hospedeiros € a que leva em consideracdo a presenca de

fragmentos que apresentem corpos hidricos margeados por floresta riparia entre estes
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ambientes. Estes espacos, onde as aves poderiam se alimentar, serviriam de fontes
disseminadoras onde os hospedeiros poderiam adquirir parasitos de outras localidades,
além de disseminarem ovos de parasitos adquiridos previamente, o que funcionaria como
uma rede disseminadora conectada entre inUmeras regides onde as migracfes locais
alternadas seriam fonte constante de fluxo génico. Este fato foi ressaltado pela distribuicéo
haplotipica (HAP_1) observada entre as subpopulacbes de A. ostrowskiae. Além disso,
hapl6tipos exclusivos podem ser encontrados em ambientes sem estruturacdo genética
(Garcez et al.,, 2011). Neste contexto, as subpopulagdes poderiam estar em contato e
transmitir as mutacdes genéticas obtidas em diferentes regibes, disseminando-as entre
outras subpopulagdes.

A teoria de metapopulacdo € a que contém as bases cientificas para explicar a
conexd@o em rede de fragmentos colonizados. Metapopulagdes séo grupos de populagdes,
caracterizadas por extingéo e colonizacao, ligadas por fluxo génico (Kaltz e Shykoff, 1998).
A forma como a metapopulacdo se comporta depende do nivel de conectividade entre os
fragmentos (Grenfell e Harwood, 1997). Neste contexto, como as aves sao hospedeiros que
ndo apresentam barreiras fisicas viaveis (Locke et al., 2010), é possivel que estas gerem o
grau de conexdo observado entre as subpopulacdes de A. ostrowskiae.

A coocorréncia de multiplos genotipos da mesma espécie de parasito dentro de um
hospedeiro pode ter consequéncias ecologicas e evolutivas, com impactos potenciais na
viruléncia e na competicdo intraespecifica (Poulin, 2007). A reproducdo (multiplicacéo)
assexuada que ocorre nos moluscos hospedeiros gera uma liberacdo sincronizada de
cercarias geneticamente idénticas (clones), o que poderia homogeneizar a estrutura genética
populacional. Porém, se a taxa na qual as cercarias infectam o segundo hospedeiro

intermediario for alta e temporal, entdo uma alta diversidade genética podera ser recuperada
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apesar da reproducéo assexual no primeiro hospedeiro (Prugnolle et al., 2005). De acordo
com Rauch et al. (2005), a funcdo do segundo hospedeiro intermediario € ‘coletar’
diferentes gendtipos cercariais ao longo do tempo, pela migracdo dentro do corpo hidrico e
contato com diferentes moluscos hospedeiros. Isto foi observado em A. ostrowskiae,
mesmo dentro do mesmo espécime de hospedeiro, como S. pappaterra (n=1, Tab. 01), as
duas sequéncias obtidas foram diferentes entre si (=2, Tab. 05).

Parasitos com ciclos de vida heteroxenos precisam explorar sequencialmente mais
de uma espécie de hospedeiro para completar seu desenvolvimento. Entretanto, o maior
impedimento para o estabelecimento de digenéticos nos ambientes seria a auséncia de
moluscos suscetiveis a infec¢do, que proporcionariam recursos viaveis para a reproducao
assexual. Varios sistemas digenético-molusco tém demonstrado que estes parasitos sao
localmente adaptados a estes hospedeiros (Lively et al., 2004). Na América do Sul, varias
espécies do género Biomphalaria Preston, 1910 ja foram registradas como hospedeiros para
espécies de Austrodiplostomum, B. peregrina (d’Orbigny, 1835) na Argentina (Ostrowski
de Nufiez, 1977), B. prona (Martens, 1873) na Venezuela (Ostrowski de Nufez, 1982), B.
straminea (Dunker, 1848) e B. glabrata (Say, 1818) no Brasil (Pinto e Melo, 2013). Este
nivel de sobreposicdo significa que muitas espécies de hospedeiros intermediarios
potenciais sdo expostas aos ovos destes digenéticos, conseguindo se estabelecer nestes
organismos.

Considerando que as espécies de moluscos hospedeiro registradas no Brasil sdo
amplamente distribuidas em paises Neotropicais, € possivel que estes estejam envolvidos
no ciclo de vida destes parasitos (Pinto e Melo, 2013). Entretanto, no tanque escavado onde
as coletas no Tocantins foram realizadas pela EMBRAPA Aquicultura (Patricia Oliveira

Maciel, com. pessoal) observou-se a presenca de um molusco invasor Melanoides
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tuberculata (Muller, 1774) como sendo o Unico hospedeiro possivel para esta localidade,
apos o esvaziamento do reservatdrio de dgua. A auséncia de uma espécie de hospedeiro
usual pode ter funcionado como um “gatilho biologico” para o host switching, o que
permitiria a colonizacgéo e a instalagédo do parasito em um novo hospedeiro. Este registro
pde em cheque a especificidade ao primeiro hospedeiro intermediério e indica que estas
espécies podem se adaptar a populacfes de moluscos diversas, desde que as condigdes
ecoldgicas favorecam a troca ou a adi¢do de hospedeiros (Donald et al., 2004).

As espécies de digenéticos geralmente mostram pouca especificidade aos seus
hospedeiros vertebrados, 0 que ocasiona um grande espectro de hospedeiros com baixa
preferéncia (Lymbery, 1989). Isto ocorre, pois a disponibilidade de hospedeiros potenciais,
com ancestrais e modo de vida similares, tende a facilitar a troca de hospedeiros (host
switching) e a colonizagé@o de novos hospedeiros (Poulin, 2007).

O sucesso da troca de hospedeiros depende da histéria da associacdo, tanto quanto
do ciclo de vida, abundéncia e distribuicdo das espécies envolvidas (Agosta et al., 2010).
Entretanto, se a nova espécie de hospedeiro possuir 0 mesmo recurso que o ancestral, o
novo hospedeiro seria simplesmente visto somente como um novo habitat (Janzen, 1985).
Esta expansdo na gama de hospedeiros pode indicar que o parasito é ou esta se tornando um
generalista, quando, na verdade, esta simplesmente rastreando o recurso de sua preferéncia
que ¢ amplamente distribuido, isto ¢, um ‘falso generalista’ (Brooks e McLennan, 2002).
Isto parece ser verdadeiro para A. ostrowskiae com relacdo ao segundo hospedeiro
intermediario, uma vez que esta espécie ocorre livre nos humores aquoso e vitreo de peixes
filogeneticamente distintos (Stp Total = 3,37, Fig. 02).

Espécies com alta gama de hospedeiros, como A. ostrowskiae, tendem a ser menos

adaptadas localmente uma vez que a exposicdo a muitos hospedeiros filogeneticamente
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distintos pode enfraquecer a selecdo espécie especifica em uma populacdo de parasitos
(Lajeunesse e Forbes, 2002). Em outras palavras, o fluxo génico entre linhagens de
parasitos que passam por diferentes espéecies de hospedeiros é, normalmente, alta (Louhi et
al., 2010).

O DNA mitocondrial € um marcador potencialmente mais sensivel a deriva
genética do que o DNA nuclear. Devido ao seu padrdo de heranca uniparental (materna), e
a natureza haploide do seu genoma, seu tamanho efetivo é, aproximadamente, um quarto do
genoma nuclear (Freeland, 2005). Este fato o torna mais sensivel a eventos demogréficos
como bottlenecks (efeito gargalho), uma vez que seus hapl6tipos tém uma grande
probabilidade de serem extintos, o que levaria a subestimagdo dos niveis de diversidade
genética (Freeland, 2005). Além disso, a diversidade nucleotidica do DNA mitocondrial
tende a ser menos relacionada com a abundancia de individuos do que o ndmero e a
diversidade de hapldtipos. Isto ocorre, pois a intensidade da relacdo entre diversidade
genética e abundancia populacional reflete a taxa relativa com que diferentes estatisticas
moleculares aumentam em valor ap6s um episédio de baixa diversidade, sendo a
recuperacdo desta regido do DNA mais lenta do que de outras, segundo descrito por
McCusker e Bentzen (2010) em peixes. Uma alta diversidade haplotipica acompanhada de
uma baixa diversidade nucleotidica pode indicar um bottleneck seguido de um rapido
crescimento populacional e acimulo de mutacdes (Grant e Bowen, 1998).

A ocorréncia ou ndo de um bottleneck pode ser inferida a partir da observacéo da
rede de haplétipos (Fig. 04). A maior parte dos haplotipos foi separada do HAP_1 por
somente um ponto mutacional. Além disso, este haplotipo esta na posicéo central da rede e
possui maltiplas ligagdes que séo indicativos de que o mesmo pode ser 0 mais antigo

(Freeland, 2005). Desta forma, o HAP_1 pode ter sido o Unico a permanecer apds 0
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bottleneck que eliminou os outros haplotipos, sendo que este, por sua vez, provavelmente
foi disseminado entre os ambientes pela migracdo dos hospedeiros definitivos.

De acordo com os resultados deste estudo, parasitos alogénicos demonstram
auséncia de estrutura genética populacional em uma ampla escala geografica. As
associagOes parasito-hospedeiro podem ser recentes (baixo tempo evolutivo), o que pode
ser demonstrado pela alta diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica
amplamente distribuida entre as subpopulacbes amostradas. Como a implementacdo de
adaptacao local é um processo coevolutivo temporal (Prugnolle et al., 2006), possivelmente
as mutacdes que permanecerdo nas subpopulacfes, e que poderdo ocasionar estruturagéo
genética, ainda ndo foram selecionadas. Entretanto, este resultado pode mudar em uma
escala temporal e merece ser acompanhado na tentativa de se desenvolver fatores preditores
de deriva genética e fluxo génico entre as populacdes de parasitos em cenarios alterados,

seja pela acdo humana direta (obras de engenharia) ou indireta (mudancas climaticas).
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4 CONSIDERAQOES FINAIS

A ferramenta molecular deve ser uma constante nos estudos parasitologicos em
populacOes silvestres, tanto em estudos de levantamento de espécies e ecoldgicos. Em
alguns casos, a ndo utilizacdo destes marcadores pode levar a subestimagdo da
biodiversidade, com o ndo reconhecimento de espécies cripticas, e ignorar a presenca destas
significaria a possibilidade de mascarar algum aspecto da comunidade.

Protocolos mais acurados de necropsia devem ser adotados, pois as metacercarias
de diplostomideos presentes nos olhos de peixes da planicie de inundacdo demonstraram
especificidade ao recurso explorado (micro-habitat). Estes dados podem servir de subsidio
para uma identificagdo inicial das fases larvais que infectam os olhos de peixes em
ambientes naturais e de cultivo, nos quais a correta identificacdo é a primeira etapa para
acOes de manejo e controle.

O papel de fragmentos com vegetacdo riparia na estrutura genética populacional
de Austrodiplostomum ostrowskiae demonstra a importancia da conservagdo destes para a
migracao e a manutencao do fluxo génico entre populacGes de parasitos e hospedeiros. Para
esta populagdo em longo prazo o desmatamento pode ser um fator norteador da adaptagéo
local, pela restricdo da migracdo dos hospedeiros definitivos. Além disso, no contexto
temporal, esta populacdo merece acompanhamento continuo, ja que a adaptagdo local é
tempo-dependente, para se desenvolverem preditores de deriva genética e fluxo génico
entre as populacdes de parasitos em cenarios alterados, seja pela agdo humana direta (obras

de engenharia) ou indireta (mudancas climaticas).
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GLOSSARIO

Abundancia parasitaria: nimero de individuos de uma espécie particular de parasitos em
uma espécie de hospedeiro individual independentemente de o hospedeiro estar ou nédo
infectado.

Alopatria: isolamento espacial ou auséncia de sobreposicdo espacial entre as areas de
distribuicdo de duas espécies ou populagdes.

Coevolucdo: evolucdo simultanea de duas ou mais espécies que tém um relacionamento
ecoldgico proximo. Por meio de pressOes seletivas, a evolugdo de uma espécie torna-se
parcialmente dependente da evolugdo da outra, tendo influéncia reciproca.

DNA Barcodes: DNA ‘codigo de barras’, para animais, a regido do DNA utilizado para
fins taxondmicos como um marcador genético curto é a regido do citocromo oxidase 1
(COX1) do DNA mitocondrial (com aproximadamente 600 nucleotideos).

Ecological Fitting ou Ajuste Ecoldgico: processo pelo qual os organismos colonizam e
persistem em ambientes (hospedeiros) novos, explorem novos recursos ou formem novas
associacfes com outras espéecies como resultado da utilizacdo de tracos ou caracteristicas
genéticas preexistentes. Explica como um parasito pode ser ecologicamente especializado,
mas ainda trocar de hospedeiros, sob determinadas condi¢des, sem ocasionar custos que
envolvam a aquisicdo de novas habilidades. Ocorre pela manutengdo da habilidade de
explorar um determinado recurso amplamente distribuido pelas espécies de hospedeiros.

Endogamia: reproducdo entre individuos aparentados, relacionados pela ascendéncia;
como estes individuos tém genes relacionados, o efeito genético é a diminuicdo da
heterozigose e da variabilidade genética.

Especiacdo Alopatrica: evolucdo de novas espécies em isolamento geogréafico.

Especiacdo Simpéatrica: evolucdo de novas espécies em sobreposicdo geografica.

Espécies Congenéricas: que apresentam o mesmo género taxonémico, porém sao de
especies distintas.

Espécies cripticas: duas ou mais linhagens molecularmente distintas que s&o classificadas
como uma Unica espécie, devido a falta de diferencas morfoldgicas marcantes.

Especificidade: qualidade daquilo que é especifico, caracterizagdo particularizada de uma
especie.

Fluxo génico: disseminacdo de genes dentro e entre as populacfes, devido a contatos
sexuais. O fluxo génico pode alterar as frequéncias alélicas e &, portanto, um fator de
evolugéo.
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Gendtipo: € a identidade genética total de um individuo, incluindo os alelos, ou genes, que
ndo sdo externamente demonstrados.

Hospedeiro Definitivo: hospedeiro no qual o parasito realiza reproducéo sexuada.

Hospedeiro Intermediario: hospedeiro necessario para a complementacao do ciclo de vida
do parasito, no qual este sofre algum desenvolvimento, mas ndo atinge a maturidade sexual.
Em alguns casos, pode sofre reproducdo assexuada.

Host switching ou Troca de Hospedeiro: processo que permite ao parasito trocar de
hospedeiro, intermediérios ou definitivos, pela retomada de habilidades preexistentes que
permitem a utilizacdo de recursos existentes nos hospedeiros. Estas habilidades podem ter
sido adquiridas ao longo do processo evolutivo de ancestrais comuns ou filogeneticamente
proximos.

Intensidade parasitaria (media): nimero (médio) de parasitos em uma espécie de
hospedeiro infectado, excluindo hospedeiros n&o infectados.

Metapopulacédo: rede de populagdes formada por subpopulages espacialmente
estruturadas em agrupamentos, cujos individuos se reproduzem localmente e onde a
migracéo entre as populagdes pode influenciar a dindmica local e o fluxo génico da regiédo,
incluindo a possibilidade de uma populacgéo se restabelecer ap6s uma extincao.

Micro-habitat: regido especifica de um érgdo ou tecido utilizado por um parasito, neste
trabalho também pode ser sinonimizado como o recurso explorado.

Migracéo: fluxo de genes, gametas ou individuos entre populages.

Parasito Alogénico: parasito com ciclo de vida que envolve a utilizagdo sucessiva de
hospedeiros aquaticos e terrestres.

Parasito Autogénico: parasito com ciclo de vida que envolve a utilizacdo somente de
hospedeiros aquaticos.

Parasitos especialistas: apresentam alta especificidade a determinado hospedeiro (espécie)
ou recurso explorado. Ocorrem em hospedeiros da mesma espécie ou filogeneticamente
proximos.

Parasitos generalistas: apresentam baixa especificidade a determinado hospedeiro
(espécie) ou recurso explorado. Ocorrem em grande namero de espécies de hospedeiros,
que podem ser filogeneticamente distantes.

Plasticidade fenotipica: habilidade de um organismo demonstrar diferentes fendtipos sob
diferentes condi¢bes ambientais.

Prevaléncia: porcentagem de uma populacdo de hospedeiros infectados por uma espécie de
parasito.
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Primer: é uma cadeia de acido nucléico que serve como um ponto de partida para a sintese
de DNA. E necesséario no processo de replicacdo ja que as polimerases (enzimas que
catalisam a reacéo) apenas conseguem adicionar novos nucleotideos a uma cadeia de DNA
preexistente.

Simpatria: sobreposicdo espacial entre as areas de distribuicdo de duas espécies ou
populacdes.

Variancia genética: medida das diferencas interindividuais que podem ser herdadas.



