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Titulo: Marcadores moleculares: uma importante ferramenta em estudos

filogenéticos e coevolutivos em Platyhelminthes parasitos de peixes.
RESUMO

O uso de marcadores moleculares é cada vez mais comum em estudos filogenéticos de todos
0S grupos de seres vivos, incluindo os platelmintes parasitos de peixes. Nesse grupo, as
técnicas moleculares sdo importantes na identificacdo de espécies, em estudos filogenéticos,
coevolutivos e populacionais. Porém na regido Sulamericana, poucos sdo os trabalhos que
utilizaram a biologia molecular para filogenias e andlises coevolutivas com parasitos de
peixes. Este trabalho objetivou verificar por meio de uma revisdo bibliogréfica quais sdo 0s
marcadores moleculares mais utilizados nos estudos filogenéticos de platelmintes parasitos de
peixes. E também testar se a especificidade dos monogenéticos Anacanthorus spp. por seus
hospedeiros foi resultante de coespeciacdo. Para a revisdo bibliogréfica foi feita uma busca
por artigos no Portal Periddicos da Capes. As palavras utilizadas foram: “Cestoda”,
“Digenea”, “fish”, “Monogenea” e “phylogeny”. Para 0 estudo de coespeciacdo foram
coletadas oito espécies de Characiformes no rio Parand e afluentes entre os anos de 2012 a
2015. As espécies de parasitos Anacanthorus obtidas nas branquias dos peixes tiveram o gene
mitocondrial COIl e nuclear ITS1 e ITS2 sequenciados. Ja as sequéncias dos genes RAGL
(nuclear) e COI dos peixes foram obtidas do Genbank. As sequéncias obtidas foram utilizadas
para as reconstrugdes filogenéticas dos parasitos e dos hospedeiros. As filogenias obtidas
foram utilizadas para as analises de coespeciacdo no PACo e ParaFit. A revisdo bibliogréfica
evidenciou que a maioria dos estudos filogenéticos que utilizaram marcadores moleculares foi
com Monogenea. Os marcadores mais usados nestes estudos foram o da grande subunidade
ribossomal (ISrDNA). O que pode ser explicado possivelmente por serem genes conservados
trazendo informacbes das relagdes filogenéticas entre estes organismos durante a historia
evolutiva dos eucariontes. As analises de coespeciagdo global forneceram evidéncias
significativas de que a relacdo entre Anacanthorus spp. e seus hospedeiros se deu por
coespeciacdo, rejeitando a hipotese Ho. No entanto, ndo houve consenso entre os resultados de
PACo e ParaFit para os links individuais entre parasitos e hospedeiros. Apenas as associagdes
entre trés espécies de parasitos com seus respectivos hospedeiros foram estatisticamente
suportadas como eventos de coespeciacdo em ambas as analises. Os resultados obtidos
também apontaram que sdo duas as vias de especiacdo em Anacanthorus, a duplicacdo e a
coespeciacao.

Palavras-chave: Anacanthorus. Coespeciacdo. Digenea. Filogenia. Monogenea.



Title: Molecular markers: an important tool in phylogenetic and co-

evolutionary studies of Platyhelminthes fish parasites.
ABSTRACT

Molecular markers have been increasingly used in phylogenetic studies of all groups of
organisms, including fish parasitic flatworms. In this group, molecular techniques are
important in identifying species, phylogenetic and coevolutionary population studies. In co-
evolutionary studies with fish parasites, monogeneans are the most widely used group. But for
the South American region, there are few studies that use molecular biology to phylogenies,
co-evolutionary analysis with fish parasites. Thus, the aim of this study was to verify through
a literature review which are the main molecular markers used in phylogenetic studies of fish
parasites flatworms. And also, test the if specificity of the species of Anacanthorus by their
hosts was given by a co-speciation. For the literature review was made a search for papers in
Portal Periddicos da Capes. The words used in the search were: “Cestoda”, “Digenea”,
“fish”, “Monogenea” and “phylogeny”. For the study co-speciation were collected -eight
species of Characiformes in the Parana River and its tributaries between the years 2012 to
2015. Were sequenced the COI and ITS1/ITS2 genes of Anacanthorus parasites obtained
from fish gills. The sequences of genes RAG1 (nuclear) and COI of fish were obtained from
Genbank. The sequences obtained were edited and aligned. Later, phylogenetic
reconstructions of parasites and hosts were made. Then phylogenetic trees obtained were used
for the cspeciation analysis in Paco and ParaFit. Most phylogenetic studies using molecular
markers was with Monogenea. The most commonly used molecular markers were IsSrDNA.
The speciation analysis provided significant evidence that the relationship between the species
studied Anacanthorus and their hosts, took co-speciation by rejecting the hypothesis Ho.
Overall, there was no consensus between the results of Paco and ParaFit for individual co-
speciation events hosts/parasites, only the links between three species with your hosts were
statistically supported in both analyzes. The results also show that Anacanthorus spp.

speciation ocurred in two ways, duplication and co-speciation.

Palavras-chave: Anacanthorus. Coespeciation. Digenea. Monogenea. Phylogeny.
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1. INTRODUCAO GERAL

A tilizacdo das informacOes genéticas em estudos filogenéticos progrediu muito nas
ultimas décadas. Principalmente, devido ao surgimento de novas tecnologias, como a criacdo
e desenvolvimento de bancos de dados genéticos, programas de informatica e métodos
estatisticos destinados as inferéncias filogenéticas (BUENO- SILVA, 2012).

As informagdes contidas no DNA tém sido fundamentais nos estudos filogenéticos
entre espécies de parasitos de peixes, pois se trata de organismos morfologicamente simples e
pequenos, 0 que dificulta a identificacdo morfologica das espécies e na inferéncia de
filogenias (GASQUES; SOUZA; GRACA, 2013). As informagcOes obtidas em estudos
filogenéticos ainda podem ser utilizadas também em estudos de Coevolucdo/Coespeciacdo
(DESDEVISES; MORAND; LEGENDRE, 2002; VIENNE et al, 2013), populacionais,
epidemiolégicos e genealdgicos (YANG e RANALLA, 2012).

Estudos coevolutivos tém despertado o interesse de pesquisadores desde o século 19
(DESDEVISES, 2007). Nestes trabalhos as associacGes entre parasitos e hospedeiros é uma
das relacbes simbidticas mais investigadas (BROOKS, 1979; HAFNER e NADLER, 1988;
DESDEVISES; MORAND; LEGENDRE, 2002; SANTIAGO-ALARCON et al., 2014; LEl e
OLIVAL, 2015). Sendo os monogenéticos um dos grupos de parasitos mais utilizados nestes
estudos, principalmente a partir do ano de 2000 (DESDEVISES; MORAND e LEGENDRE,
2002; HUYSE e VOLCKAERT, 2005; SIMKOVA et al, 2006; VANHOVE et al, 2015;
HAHN et al., 2015).

De acordo com Desdevises (2007) estes parasitos sdo modelos ideais para este tipo
de estudo, devido a especificidade destes por seus hospedeiros (RODHE, 1979; CONE e
BURT, 1982). Determinadas espécies de monogenéticos sdo tdo especificas, que podem ser

utilizadas como uma ferramenta a mais na identificacdo de seus hospedeiros (LAMBERT e



GHARBI, 1995). Sendo esta especificidade ao hospedeiro um indicio de coevolugdo via
coespeciacdo (KEARN, 1994; POULIN, 1992).

Entre os parasitos, sdo trés as possiveis vias de especiacdo (Figura 1). O parasito
sofre especiacdo junto com seu hospedeiro (A) (coespeciagdo). O hospedeiro sofre especiacao
e 0 parasito ndo (B) (extincdo ou perda de linhagem) e por Ultimo os parasitos sofrem
especiacdo dentro da espécie de hospedeiro (C) (duplicacdo) (BROOKS, 1979;
DESDEVISES, 2007). Outra possivel via de especiacdo é pela mudanca de hospedeiros (D)
(transferéncia horizontal) (BROOKS e MACLENNAM, 1993; BOEGER e KRITSKY, 1997).

Na coespeciacdo, espera-se que a topologia das arvores filogenéticas dos parasitos e
seus hospedeiros sejam congruentes, sendo uma o espelho da outra (BROOKS, 1985;
PATERSON e GRAY, 1997; PAGE e CHARLESTON, 1998). J4 na duplicacdo o parasito
sofre especiacdo sem que o0 hospedeiro passe pelo mesmo processo evolutivo (PAGE e
CHARLESTON, 1998; RONQUIST, 2002). A transferéncia horizontal pode ou ndo levar a
especiacdo dos parasitos, 0 que vai depender se o0 novo hospedeiro tem caracteristicas

bioldgicas e fisioldgicas distintas dos hospedeiros de origem (AGOSTA e KLEMENS, 2008).



10

— Hospedeiro

- Parasito

Figura 1: Eventos coevolutivos esperados entre parasitos e hospedeiros: A) coespeciacdo, B)
extincdo ou perda de linhagem, C) duplicagdo e D) transferéncia horizontal. Adaptado de
(MERILO, 2014).

Mesmo sendo considerado um bom modelo para estudos cofilogenéticos
(DESDEVISES, 2007) os monogenéticos ainda sdo poucos utilizados neste tipo de estudo, em
especial na regido Sulamericana, onde sdo conhecidas cerca de 300 espécies destes parasitos
(COHEN; JUSTO; KOHN, 2013) e mais de 3000 espécies de peixes somente para 0 ambiente
dulcicola (BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007). Sendo este um campo ainda pouco
explorado e até a presente data o Unico estudo realizado nesta regido foi o de Van Every e
Kritsky (1992) com espécies de Anacanthorus e seus hospedeiros serrasalmideos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi werificar quais sdo o0s principais
marcadores moleculares utilizados nos estudos filogenéticos de Monogenea, Digenea e
Cestoda parasitos de peixes. E também testar se a especificidade das espécies de
monogenéticos Anacanthorus por seus hospedeiros no rio Parana e afluentes se deu por um

processo de coespeciacdo, visto que estes parasitos s6 foram registrados em algumas Familias

de Characiformes.
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CAPITULO 1

MOLECULAR MARKERS APPLIED TO PHYLOGENY OF
PLATYHELMINTHES OF FISH PARASITES: REVIEW

Rodrigo Junio da Graga; Thomaz Mancini

Carrenho Fabrin e Ricardo Massato Takemoto

O capitulo 1 foi elaborado e formatado
conforme as normas para publicacdo
cientifica na revista Acta Scientiarium
Biological Science. O artigop ja foi
submetido e esta em avaliagdo por revisores

desta revista. Normas da revista anexo |.



15

Titulo: Marcadores moleculares aplicados a filogenia de Platyhelminthes parasitos de peixes:

revisao
Titulo resumido: Filogenia molecular de platelmintes parasitos

RESUMO

Estudos filogenéticos com marcadores moleculares sdo cada vez mais comuns em todos o0s
grupos de seres vivos. Para os platelmintes parasitos de peixes, as técnicas moleculares
possibilitam desvendar ciclos de vida complexos, sendo importantes também na identificacdo
de espécies e na elucidacdo de hipoOteses filogenéticas. Neste sentido, este trabalho teve como
objetivo verificar quais sdo o0s principais marcadores moleculares utilizados nos estudos
filogenéticos de platelmintos parasitos de peixes, visando fornecer subsidios para futuros
estudos filogenéticos na Ictioparasitologia. Para a analise bibliométrica foi utilizado o banco
de dados dos Periddicos da Capes, tendo como palavras-chave “fish” e “phylogeny”
associadas a ‘“Cestoda”, “Digenea”e“Monogenea”. As informacdes obtidas nos trabalhos
foram tabuladas e quantificadas. Dos 129 trabalhos obtidos 46% foram com monogenéticos,
33% com digenéticos e 19% com cestdides. Os marcadores moleculares ribossomais foram os
mais utilizados nos estudos filogenéticos com estes parasitos de peixes. Com o avanco das
técnicas de biologia molecular e da bioinformatica, com andlises filogenéticas mais robustas,
¢ crescente a utilizacdo destas técnicas na Ictioparasitologia. A filogenética molecular,
juntamente com a analise de estruturas morfologicas tem contribuido de maneira mais
eficiente para o entendimento das relacbes de parentesco, entre estes grupos de parasitos de

peixes.

Palavras-chave: Digenea, Cestoda, Monogenea, DNA ribossomal, COI
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Title: Molecular markers applied to phylogeny of Platyhelminthes of fish parasites: review
Short title: Molecular phylogeny of parasites Platyhelminthes

ABSTRACT

Phylogenetic studies with molecular markers are now much more common for every group of
living organisms. Molecular techniques used in Platyhelminthes parasites of fishes enable the
discover complex life cycles, being also important to species identification and to elucidation
of phylogenetic hypothesis. Therefore, we verified which are the main molecular markers
utilized to phylogenetic studies with Platyhelminthes parasites of fishes, aiming to provide
subsidies to future phylogenetic studies in Icthyoparasitology. We used the ‘“Periddicos da
Capes” data base to the bibliometric analysis, with the keywords “fish” and “phylogeny”,
associated with “Cestoda”, ‘“Digenea” or “Monogenea”. The Information obtained in the
papers were quantified and tabulated. Most of studies were with Monogenea, followed by
Digenea and Cestoda, consecutively. The ribosomal molecular markers were the most used in
the phylogenetic studies for these parasites of fishes. Due to the advance of molecular biology
techniques and of bioinformatics, with more robust phylogenetic analysis, it is crescent the
use of these techniques in another areas as Ichytioparasitology. The use of molecular
phylogenetic with morphological structures analysis has contributed efficiently to the

understanding of phylogenetic relationships among these groups.

Keywords: Digenea, Cestoda, Monogenea, Ribosomal DNA, COI
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2.1 INTRODUCTION

In the 1960s, Willi Hennig introduced the phylogenetic system or the reconstruction of
a common evolution offspring of a group of living organisms (Bueno-Silva, 2012). The
variations of the characteristics that have a genetic origin are investigated within a certain
groups of species. Hypotheses of homology are thus formulated, compared and contrasted
with congruency tests to verify Kinship (Nelson & Platnick, 1981).

Homologous structures comparing different species should be known to formulate the
phylogenetic hypotheses. According to Amorim (2002), structure is any section of a living
organism or any genotypic expression. Phylogenetic studies also comprise genetic sequences,
chromosomes and proteins. Molecular phylogenetics is the use of information from DNA or
protein sequences for the study of kin relationship between organisms (Patwardhan, Say &
Roy, 2014). Phylogenetic reconstructions based on molecular data may be inferred from the
comparative analysis of DNA or from protein homologous sequences (Lemey, Salemi &
Vandamme, 2009).

Great progress occurred during the last decades on the employment of genetic
information in phylogenetic studies due to new technologies, development of genetic data
bases, computer programs for phylogenetic inferences, computer infrastructure and statistical
methods for phylogenetic inferences (Bueno-Silva, 2012).

Prior to the introduction of DNA sequencing, phylogenetic trees were based on
morphological and physiological characteristics. Current advances in bio-informatics and
molecular biology have triggered studies on derivation relations of species in evolution,
population, epidemiological and genealogical investigations (Yang & Rannala, 2012).

Although current phylogenetic studies that use molecular markers are highly common
in all groups of living organisms, the phylogenetic relationship of the species has been mainly
based on the species’s morphological features (Bueno-Silva, 2012). The sequencing of
specific regions is one of the most efficacious manners to obtain data that may elucidate
systematic and phylogenetic hypotheses (Gasques, Souza & Graga, 2013). As a rule, the most
employed regions for such ends have been the ribosome DNA region for the organism’s
genome, especially ITS regions, and the Cytochrome C oxidase | (COI) region, also known as
Barcode DNA, in the mitochondrial DNA (Bueno-Silva, 2012; Gasques et al., 2013).

Although molecular information-based phylogenetic studies have been undertaken in
several groups of living organisms, the investigations are still more relevant in the case of

morphologically simple and small organisms, such as many parasite groups. Molecular
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techniques have been employed for fish parasites in the early 1990s and are efficient to
discover complex life cycles of several parasites. They have an important role in taxonomic
relationships with species characterized by difficult morphological separation (Clark, 2006).

According to Gasques et al. (2013), information on DNA sequences is basic for the
study of phylogenetic relationships between species of fish parasites, especially due to the
difficulties in identifying and inferring phylogenies merely by data on morphological
structures.

Analyses of DNA sequences in the codifying regions of protein or not, have been
largely used in phylogenetic studies on helminthic parasites of fish (Clark, 2006), with special
reference to investigations on the three main Platyhelminthes groups: Cestoda, Digenea and
Monogenea. Baverstock, Fielke, Johnson, Bray and Beveridge (1991) performed pioneer
studies on platyhelminthes with molecular phylogeny, in which the efficiency of the 18s
marker was \verified to test phylogenetic hypotheses of big groups. Phylogenetic studies
employing molecular biology techniques for fish parasites have been recently very common.
Studies on Monogenea, by King, Marcogliese, Forest, McLaughlin & Bentzen (2013); Yoon
et al. (2013), Sarabeev & Desdevises (2014), Sepulveda & Gonzalez (2014); on Digenea by
Locke, Daniel McLaughlin & Marcogliese (2010); Cai et al. (2012); Miller & Cribb (2013)
and Georgieva et al. (2013); on Cestoda by Bazsalovicsova, Kralova-Hromadova, Stefka &
Scholz (2012); Waeschenbach, Webster & Littlewood (2012); Caira, Marques, Jensen &
Ivanov (2013); Scholz et al. (2014) should be underscored.

Current study investigates the main molecular markers in phylogenetic studies on
Monogenea, Digenea and Cestoda fish parasites to foreground future phylogenetic studies

with molecular markers in Ichthyoparasitology and related areas.

2.2 MATERIALS AND METHODS

A Dbibliometric survey (Machado, 2007; Macias-Chapula, 1998) of the main markers
used in phylogenetic analyses of monogeneans, digeneans and cestodes parasites was
undertaken to establish research methodologies with fish parasites. Articles related to these
publications and available at the data base of the CAPES Journals platform were searched
through the keywords “fish” and “phylogeny” associated to one of the three classes of the fish
parasites under analysis: “Monogenea”, ‘“Digenea” and “Cestoda”. CAPES Journals data base

was selected mainly because of its more than 21,500 international and Brazilian journals
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available, coupled to 126 data bases currently available. In fact, it is actually the main source
of research in Brazilian post-graduate courses (Capes, 2015).

The specific articles were read and those that were merely bibliographical reviews or
which did not have any direct relationship with original researches on phylogenetic
relationships among parasites or which did not employ molecular markers as parameter for
phylogeny analysis were discarded. Titles, name of authors, year of publication, groups of
parasites studied, aims and molecular markers for the preparation of phylogeny were retrieved
from the articles in the sample. Survey occurred in 2014 and the characterized articles
available till December 20, 2014 were retrieved.

2.3RESULTS

One hundred and twenty-nine articles were selected, monogeneans was the most
studied parasites group, followed by digeneans and cestodes. Only one study was found with
three groups of parasites (Figure 1). In phylogenetic studies with these parasites, the most
used molecular markers were the nuclear; mitochondrial markers have been little used in
phylogenetic studies with fish flatworms parasites (Figure 2). Twenty-three different
molecular markers were used, or rather, 14 (16%) were nuclear markers and 9 (39%) were

mitochondrial markers.

N \orogenea
[ Digenea
N Cestoda
] Monogenea, Digenea and Cestoda

Figure 1. Proportion of papers between the years of 1991-2014 using molecular markers to

phylogenetic studies of Monogenea, Digenea and Cestoda, fish parasites.
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Figure 2. Proportion of papers according to genome region of the molecular markers to
phylogenetic studies of Monogenea, Digenea and Cestoda, fish parasites between the years of
1991-2014.

The first article to wuse molecular markers in phylogenetic studies on fish
platyhelminthes parasites dated from 1991. A constant increase in published research works

involving fish parasites and molecular markers occurred henceforth (Figure 3).
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Figure 3. Amount of papers by year using molecular markers to phylogenetic studies of the
Monogenea, Digenea and Cestoda, fish parasites, between the years of 1991-2014.

The most employed molecular markers for phylogenetic purposes were related to
ribosomal genes (Figure 4), with approximately 82% of molecular markers used in all papers
surveyed. They were grouped under two headings: Large-Subunit Ribosomal DNA (IsrDNA),
which comprised molecular markers 28S, 5.8S and complete fragment, and Small Subunit
Ribosomal DNA (ssrDNA), which comprised molecular markers 16S, 18S and complete
fragment. Non-transcribed internal spacers were grouped separately (ITS 1 and ITS 2) when

used alone.
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Figure 4. Amount of papers between the years of 1991-2014 according to molecular markers

used to phylogenetic studies of the Monogenea, Digenea and Cestoda, fish parasites.

The most employed mitochondrial molecular markers was gene Cytochrome C
Oxidase | (COI) which occurred in approximately 61% of the articles that used some type of

mitochondrial molecular marker. It was followed by mitochondrial genome with 16%.

2.4 DISCUSSION
The number of research works employing molecular markers in phylogenetic studies

with fish parasite platyhelminthes from 1991 henceforth was highly significant. Monogeneans
parasites were the group with most phylogenetic studies in molecular biology, perhaps due to
the number of species in the group. In fact, it is one of the groups of fish parasites with the
highest diversity worldwide (Bakke, Harris & Cable, 2002; Pavanrell, Eiras & Takemoto,
2008; Takemoto, Luque, Bellay, Longhini & Graca, 2013; Whittington, 1998). Further,
pathology caused by monogeneans parasites in fish is very relevant when one deals with

pisciculture and its enormous economic liabilities (Eiras, 1994; Pavanelli et al., 2008).
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Consequently, great interest exists in the study of these parasites, with an increase in the
number of studies employing molecular phylogeny.

One of the methods to test hypotheses on Co-evolution/Co-speciation among parasites
and hosts is by analyzing congruencies in their tree topologies (De Vienne et al, 2013;
Desdevises, Morand & Legendre, 2002). The high specificity of monogeneans parasites to
hosts (Cone & Burt, 1982; Rodhe, 1979) may be an indication of co-evolution through co-
speciation (Kearn, 1994; Noble, Noble, Schad & Macinnes, 1989; Poulin, 1992). In fact,
monogeneans parasites may be good models for co-evolution studies. The above may justify
the great representation of molecular phylogenetic studies with monogeneans parasites
compared to digeneans and cestodes parasites.

It should be wunderscored that, when dealing with molecular markers-based
phylogenetic studies, the preferred genes are nuclear. The various evolution rates among the
different ribosomal DNA regions, the presence of many copies in most rDNA sequences per
genome and the concerted evolution among the repeated copies are among the characteristics
of these genes justifying their choice in studies on different groups of living organisms
(Alvarez & Wendel, 2003; Hillis & Dixon, 1991).

Results show that the ISrDNA region within nuclear genes was the most employed in
phylogenetic studies, followed by sSrDNA, ITS 1 and ITS 2 regions. The IsrDNA and
ssSrDNA genes were preserved throughout the evolution process. Since they have information
on the phylogenetic relations during the evolution history of eukaryotes, these characteristics
make them relevant in phylogenetic studies on great groups (Perkins, Martinsen & Falk,
2011).

Gene 18S is part of the ssrDNA region and since 1991 has been employed by
Baverstock and colleagues to test phylogenetic hypotheses within the platyhelminthes group.
It is also employed to identify species and evidence cryptic species (Curran, Tkach &
Overstreet, 2013; Marigo, Thompson, Santos & Ifiiguez, 2011; Snyder, 2004). On the other
hand, gene 28S involves the ISrDNA region and has been used to determine phylogenetic
positions (Alama-Bermejo, Montero, Raga & Holzer, 2011) and to identify species. This is
due to difficulties to identify some parasite species during certain stages in their life cycle
(Born-Torrijos, Kostadinova, Raga & Holzer, 2012). Another important characteristic of these
genes consists in containing a nucleotide replacement pattern that provides statistically
reliable information for phylogenetic analyses and thus sufficient information for the study of
phylogenetic relations during the early evolution of eukaryotes (Hasegawa, Kishino, & Yano,
1985; D. M. Hillis & Dixon, 1996).
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Ribosomal gene 5.8S is generally employed with markers ITS1 and ITS2, which
together form the complete region of the transcribed internal spacer (Jousson, Bartoli,
Zaninetti & Pawlowski, 1998). The fragments are separated externally by the fragment of
gene 5.8s; gene 18S lies before ITS1 and gene 28S after ITS2. The regions ITS1 and ITS2 are
also molecular markers highly employed in phylogenetic studies and share some
characteristics with genes 18S and 28S. However, they have more accelerated evolution rates,
with high variations in the spacers among specimens, following the group of organisms under
analysis (Perkins et al., 2011). Accessibility is an asset in the choice of ITS markers since the
fragments are close to conserved genes and this fact makes easy the primers design for the
amplification of the region (Luton, Walker & Blair, 1992).

When dealing with phylogenetic studies between parasite genera and species, the more
adequate nuclear markers would be those with variability, although they conserve the
phylogenetic signal, such as markers ITS1 and ITS2. However, great groups may not be
adequate due to their high variability which may limit the alignment process of the sequences
obtained and directly affect the analysis. In studies on great groups such as Order and Family,
the most indicated genes would be those conserved, such as 18S and 28S, since they maintain
a conservation rate throughout the evolution of the eukaryotes, as previously demonstrated
(Hillis & Dixon, 1991).

A similar situation to that of ITSa regions may be perceived with mitochondrial
markers. Highly dissimilar evolution rates, sometimes very fast and sometimes very slow,
may occur in these regions (Vawter & Brown, 1986). Several problems may arise, however,
to elucidate deeper relationships between the groups or even between the species which have
been formed in very fast speciation processes (Springer et al., 2001).

Some mitochondrial markers, such as COIl and D-Loop, are indicated for
phylogeographic, separation or not of con-genus species, population studies and adaptive
diversification studies (Bueno-Silva, 2012). Mitochondrial genes are haploids since they are
inherited from the mother. They do not have genic recombination and may contain important
information on phylogenetic studies between strictly related species (Perkins etal., 2011).

Results reveal that Cytochrome C Oxidase | was the most employed mitochondrial
gene in the reconstruction of the phylogeny of the three fish parasite groups. The gene is
characterized by high variability and genetic divergence between the species, besides
occurring in the most different taxa (Bueno-Silva, 2012; Kress & Erickson, 2008).

Although it is the most employed mitochondrial marker, gene COI in parasites may

have great variability and may not favor a reliable phylogenetic reconstruction (Huyse,
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Audenaert & Volckaert, 2003). Due to the previously mentioned characteristics, the marker is
not the most adequate to investigate kin relations at the Order and Family levels. However,
mitochondrial markers, especially COI, have been extensively used in phylogenetic studies of
small groups in fish parasites, perhaps due to the fact that studies of molecular, population
and biogeographic systems employ phylogeny but fail to solve Kkin relationships at higher
taxonomic levels. It may be also due to the easy in the amplification of the region by
polymerase chain reaction and to incentives by Hebert, Cywinska, Ball & DeWaard (2003) in
the use of the region as a universal code bar in species identification. Consequently, the gene
is one of the most employed to characterize animal species and in phylogenetic studies among
close species.

Taking into consideration possible contributions in the use of molecular technigques,
the number of studies in this area and thus phylogenetic studies have increased. Results
demonstrate that the number of phylogenetic studies using phylogenetic markers has
increased since 2000. Increase has been triggered by the universalization and advance in the
molecular biological techniques and their availability (Gasques et al., 2013; Patwardhan et al.,
2014), coupled to the difficulty in the morphological identification of fish parasites which are
frequently microscopically sized and characterized by a simple morphology, hindering the
obtaining of synapomorphy for phylogenetic reconstructions (Luton et al., 1992; Perkins et
al., 2011).

2.5 CONCLUSION
Progress in molecular biology and bio-computer techniques, coupled to more robust

phylogenetic programs and analyses, has triggered an increase in the use and
acknowledgement of such techniques in phylogenetic and taxonomic investigations of fish
parasites. Molecular phylogenetics has provided new information on Kinship between parasite
groups, in species identification and in population and biogeographic studies. Nevertheless,
molecular phylogeny has not solved all taxonomic and phylogenetic issues in
Ichthyoparasitology. The use of such tools is recommended when possible and when required
in the hypothesis test, coupled to morphological information. The employment of more than
one gene is also recommended for more reliability in phylogenetic reconstructions,

developing evolution rates of the organism and not merely that of an isolated gene.
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CAPITULO 2

Coespeciacao, duplicacao e transferéncia horizontal entre Anacanthorus
spp. (Monogenea: Dactylogyridae) e seus hospedeiros Characiformes no rio
Parana e afluentes.
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Titulo: Coespeciagdo, duplicagdo e transferéncia horizontal entre Anacanthorus spp.
(Monogenea: Dactylogyridae) e seus hospedeiros Characiformes no alto rio Parand e

afluentes.
RESUMO

Monogenéticos sdo muito utilizados em estudos coevolutivos, sendo a especificidade aos seus
hospedeiros um indicio de uma histéria coevolutiva entre estes parasitos e seus hospedeiros.
Este estudo teve como objetivo testar se a especificidade dos monogenéticos Anacanthorus
spp. por seus hospedeiros se deu por coespeciacdo. Foram coletadas oito espécies de peixes
no rio Parand e afluentes entre os anos de 2012 a 2015. As 12 espécies de parasitos obtidas
nas branquias dos peixes tiveram 0 gene mitocondrial COl e nuclear ITS1 e ITS2
sequenciados. Ja as sequéncias dos genes RAGL (nuclear) e COI dos peixes foram obtidas do
Genbank. As reconstrucGes filogenéticas dos parasitos e dos hospedeiros foram feitas com
base nos genes mencionados acima. As filogenias obtidas por inferéncia bayesiana foram
utilizadas para as analises de coespeciacdo no PACo e ParaFit. As analises de coespeciacdo
global forneceram evidéncias significativas de que a relacdo entre Anacanthorus spp. e seus
hospedeiros se deu por coespeciacdo. De modo geral, ndo houve consenso entre os resultados
de PACo e ParaFit para links individuais entre parasitos hospedeiros. Apenas as associacoes
entre Anacanthorus douradensis a Salminus brasiliensis, e Anacanthorus sp. 4 e sp. 5 a
Hoplerythrinus unitaeniatus foram estatisticamente suportadas como eventos de coespeciagdo
em ambas as analises. Os resultados obtidos também apontaram que sdo duas as vias de
especiacdo em Anacanthorus, a duplicacdo e a coespeciacdo. Porém, eventos de transferéncia
horizontal em Anacanthorus spp. também aconteceram entre os hospedeiros congéneres.

Palavras-chave: Coevolugdo. Especiagdo. Especificidade. Filogenia. DNA. Parasitos

branquiais. Brasil.
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Title: Co-especiation, duplication and host switching between Anacanthorus spp.
(Monogenea: Dactylogyridae) and its hosts Characiforms in the upper Parana river and
tributaries.

ABSTRACT

The monogeneans are widely used in evolutionary studies, because the specificity to their
hosts may be an indication of a co-evolutionary history between parasites and hosts. The aim
of this study was to test the specificity of monogeneans Anacanthorus spp. by their hosts was
given by a co-speciation. For this study were collected eight species of Characiformes in the
Parand river and tributaries from Brazil between the years 2012 to 2015. The 12 species of
Anacanthorus obtained from the gills of fish had the genes Cytochrome Oxidase Subunit |
and nuclear Internal Transcribed Spacers | and Il sequenced. Already the sequences of genes
Recombination activating gene 1 and Cytochrome Oxidase Subunit |1 of fish were obtained
from Genbank. The sequences obtained were edited and aligned. Phylogenies of parasites and
hosts were reconstructed based on the genes mentioned above. Phylogenies derived from the
statistical method of bayesian inference were used for the co-speciation analysis in Paco and
ParaFit. The speciation analysis provided significant evidence that the relationship between
Anacanthorus spp. and their hosts occurred co-speciation. Overall, there was no consensus
between the results of Paco and ParaFit for individual links between hosts parasites. Only the
links between Anacanthorus douradensis the Salminus brasiliensis, and Anacanthorus sp. 4
sp. 5 to Hoplerythrinus unitaeniatus were statistically supported as co-speciation events in
both analysis. The results also indicate that there are two pathways in Anacanthorus
speciation, the duplication and co-speciation. But, host switching in Anacanthorus spp. also
happened among congeners hosts.

Keywords: Co-evolution. Speciation. Specificity. Phylogeny. DNA. Gills parasites. Brazil.
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3.1 INTRODUCAO

Anacanthorus Mizelle e Price, 1965 é um dos principais géneros de monogenéticos parasitos
branquiais registrados em Characiformes na regido Neotropical (THATCHER, 2006; COHEN
et al, 2013). Tendo, como caracteristicas morfoldgicas a presenca de um Orgdo copulatorio
masculino com peca acessoria articulada ou ndo, 14 pares de ganchos com distribuicdo
Anacanthorinae, auséncia de barras e vagina. Os pares de ancoras dorsal e ventral,
aparentemente sdo modificados em ganchos que parecem uma agulha, chamados de 4A
(MIZELLE e PRICE, 1965; THATCHER, 2006). Esta dltima caracteristica, juntamente com a
auséncia de barras faz com que este género seja facilmente distinguido dos demais
dactilogirideos branquiais.

Cohen et al. (2013) listaram 70 espécies de Anacanthorus para a América do Sul. No
entanto, estudos de ocorréncia, listas de espécies (BRANDAO et al., 2013; GRACA et al.,
2013) e descricbes recentes de espécies (LEAO et al, 2015; MONTEIRO et al, 2015)
apontam para que 0 ndmero de espécies pertencentes a este género seja ainda maior. No
Brasil espécies de Anacanthorus tém ampla distribuicdo, sendo registradas em Characiformes
provenientes das bacias hidrograficas do rio Amazonas (KRITSKY et al, 1979; VAN
EVERY e KRITSKY, 1992), do rio S&o Francisco (MONTEIRO et al. 2010; MONTEIRO et
al. 2015) e do rio Parana (COHEN et al., 2012; BRANDAO et al., 2013). Estudos mostraram
gue espécies de Anacanthorus também sdo muito comuns em peixes como Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887) “pacu”, criados em pisciculturas de tanques escavados, ou
tanques em redes (BOEGER et al.,1995; LIZAMA et al., 2007; LEAO et al., 2015).

Para a planicie de inundacdo do alto rio Parand localizada na divisa dos estados do
Mato Grosso do Sul e Parand, foram registrados apenas trés hospedeiros para espécies de
Anacanthorus. Os primeiros registros foram feitos em Serrasalmus marginatus Valenciennes,

1837 e Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) (TAKEMOTO et al., 2009; COHEN et al., 2012)
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e mais recentemente em Hoplias aff. malabaricus (Bloch, 1794) (GRACA et al., 2013).
Sendo este Ultimo, a primeira ocorréncia destes parasitos em peixes Erytrhinidae na América
do Sul.

A distribuicdo e colonizagdo de muitas espécies de monogenéticos entre elas as
pertencentes a Anacanthorus em seus hospedeiros pode ter sido influenciada pela histria
evolutiva dos Characiformes na regido Neotropical (BRAGA et al., 2014). Esse fato torna as
espécies de Anacanthorus e seus hospedeiros um bom modelo para estudos de biogeografia e
coevolugdo (Van EVERY e KRITSKY, 1992).

Estudos cofilogenéticos tem sido alvo de pesquisadores desde o século XIX
(DESDEVISES, 2007). Trabalhos classicos buscaram testar hipdteses e explicar as possiveis
associacOes de especificidade e coevolutivas entre parasitos e seus hospedeiros, por exemplo,
Brooks (1979), Hafner e Nadler (1988), Desdevises et al. (2002), Santiago-Alarcon et al.
(2014) e Lei e Olival (2015). Para o ambiente aquatico, 0s monogenéticos e seus hospedeiros
sd80 um dos grupos de organismos mais utilizados, principalmente apds o ano de 2000, como
pode ser observado nos trabalhos de Desdevises et al. (2002), Huyse e Volckaert (2005),
Simkova et al. (2006), Vanhove et al. (2015) ¢ Hahn et al. (2015).

A escolha dos monogenéticos para estudos coevolutivos se da principalmente, devido
a especificidade destes parasitos por seus hospedeiros (RODHE, 1979; CONE e BURT,
1982). Sendo que determinadas espécies de monogenéticos sdo tdo especificas, que podem ser
utilizadas como uma ferramenta a mais na identificacdo de seus hospedeiros (LAMBERT e
GHARBI, 1995). O que para alguns autores pode ser um indicio de coevolucdo via
coespeciacdo (NOBLE et al., 1989; POULIN, 1992; KEARN, 1994).

No entanto, ao contrario do que se pensa, a especificidade destes parasitos ndo esta
relacionada apenas a relacbes evolutivas parasito/hospedeiro, mas também pode ser

determinada por fatores ecoldgicos (DESDEVISES et al, 2002), ou mesmo devido a altas
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taxas de especiagdo destes parasitos e a oportunidades de transferéncias horizontais para
outros hospedeiros (BOEGER e KRITSKY, 1997; DESDEVISES, 2007).

Mesmo sendo considerado um bom modelo para estudos cofilogenéticos
(DESDEVISES, 2007) os monogenéticos ainda sdo poucos utilizados neste tipo de estudo em
especial na regido Sulamericana, onde sdo conhecidas cerca de 300 espécies destes parasitos
(COHEN et al.,, 2013) e mais de 3000 espécies de peixes somente para 0 ambiente dulcicola
(BUCKUP et al., 2007). Até a presente data o unico estudo realizado nesta regido com este
enfoque foi o de Van Every e Kritsky (1992), com as espécies de Anacanthorus e seus
hospedeiros serrasalmideos.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo testar se a especificidade das
espécies de Anacanthorus por seus hospedeiros no alto rio Parana e afluentes esta relacionada
a um processo de coespeciacdo, Visto que estes parasitos sO foram registrados em algumas
Familias de Characiformes. Este foi o primeiro estudo a utilizar marcadores moleculares para
testar associacfes de coespeciacdo entre este importante grupo de parasitos e seus hospedeiros

na América do Sul.

3.2 MATERIAIL E METODOS

3.2.1 Caracterizacdo da area de estudo

A regido estudada faz parte da planicie de inundacdo do alto rio Parana, area de preservacao
ambiental pertencente aos estados do Parana (PR) e Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. No
municipio de Porto Rico - PR (22°43”S e 53°10”0) estd localizada a base avancada de
pesquisa do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA) da
Universidade Estadual de Maringd — NUPELIA. Os pontos de amostragem correspondem aos

utilizados pelo projeto PELD — CNPq (Projetos Ecologicos de Longa Duracdo) — Sitio 6 e
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estdo separados em trés subsistemas: rio Parand, rio Baia e rio lvinheima (www.peld.uem.br)

(Figura 2).

3.2.2 Coleta dos hospedeiros

Os peixes foram coletados a cada trés meses entre 0s anos de 2012 e 2015, totalizando pelo
menos quatro coletas ao longo de cada ano. Para algumas espécies como Erythrinus
erythrinus (Bloch e Schneider, 1801) e Hoplerythrinus unitaeniatus (Spix e Agassiz, 1829)
foram feitas coletas exclusivas, pois 0s locais de ocorréncia sdo de dificil acesso e ndo faziam
parte dos amostrados durante o PELD.

Os peixes foram capturados com redes de diferentes malhagens (2,4 a xx cm entre-nos
opostos), e também com varas de pesca. Os peixes coletados foram encaminhados ao
laboratério da base avancada de pesquisa do NUPELIA. Em seguida foram anestesiados com
benzocaina 10%, posteriormente eutanasiados e identificados por especialistas segundo Graca
e Pavanelli (2007). Na sequéncia foram congelados e encaminhados para o laboratério de
Ictioparasitologia do NUPELIA - Universidade Estadual de Maringd, Maringd (PR), onde
foram mantidos em freezer até a triagem e coleta dos parasitos. As espécies de peixes
estudadas foram escolhidas de acordo com registros na literatura de parasitos monogenéticos
do género Anacanthorus, ou mesmo por registros feitos pela observacdo em laboratorio.

Foram coletadas oito espécies de peixes pertencentes a Characiformes: Metynnis
lippincottianus (Cope, 1870) “pacu cd”, Piaractus mesopotanicus “pacu”, Serrasalmus
maculatus Kner, 1858 “piranha”, Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)“traira”, Erythrinus
erythrinus “jeju mole”, Hoplerythrinus unitaeniatus“jeju”, Salminus hilarii Valenciennes,
1850 “tabarana” e Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) “dourado”(GRACA e PAVANELLI,
2007; ESCHMEYER e FONG, 2015).

Alguns espécimes S. hilarii foram obtidos no rio Taquari, pois 0s espécimes deste

peixe coletados no rio Parand ndo estavam parasitados. As coletas destes peixes foram feitas


http://www.peld.uem.br/
http://en.wikipedia.org/wiki/Achille_Valenciennes
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=1014
mailto:weschmeyer@calacademy.org
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por pesquisadores do Laboratorio de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPAS),
Departamento de Parasitologia, Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu, SP. O rio Taquari estd localizado no estado de Séo Paulo e é um afluente

a margem esquerda do rio Paranapanema e faz parte da bacia do rio Parand (Figura 2).
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Figura 1: A) Pontos de coletas dos peixes no rio Paranad e afluentes entre os anos de 2012 a
2015. Em destaque esta a area de estudo do projeto PELD, onde estdo localizados os
subsistemas do rio Ivinhema (22°47°S - 53°32°W), rio Baia (22°43°S - 53°17°W) e rio Parana
(22°45°S - 53°15’W) na planicie de inundacdo do alto rio Parana, PR/MS. B) pontos de
coletas do Salminus hilarii no rio Taquari no estado de S&o Paulo. Ponto 1 (23°17°48. 23" S;
49°11°56.74” O), ponto 2 (23°39’42.12” S; 49°08'08.42" O) e ponto 3 (23°31'28.82" S;
49°09'37.04" O).

3.2.3 Coleta dos parasitos

Os peixes coletados foram descongelados para a remocdo de suas branquias, que tiveram seus
arcos individualizados e examinados em placa de Petri com agua gelada sob

estereomicroscopio para a coleta dos parasitos. Os arcos branquiais foram mantidos
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refrigerados durante toda a triagem, para a preservacdo dos parasitos. Os monogenéticos
Anacanthorus obtidos foram transferidos para uma gota de agua ultrapura em uma lamina,
posteriormente o espécime foi coberto por uma laminula e visualizado em microscépio
Olympus CX31 para a identificagdo morfoldgica das espécies.

Em seguida os parasitos foram retirados inteiros da lamina e transferidos para um
microtubo de 2 mL com 20 L de &gua ultrapura e na sequéncia levados ao laboratério de
genética do NUPELIA-UEM na cidade de Maringa, onde foi feita a extracdo do DNA. Foi
extraido o DNA de pelo menos cinco individuos de cada espécie de parasito estudada, exceto
de Anacanthorus sp. 8 que s6 foi obtido um individuo.

Todos 0s espécimes obtidos foram fotografados com uma camera Sony Cyber-Shot
DSC W5 acoplada ao microscopio. Foram fotografados o haptor e o aparelho masculino dos
monogenéticos,  estruturas  utilizadas para a identificacdo especifica destes parasitos
(THATCHER, 2006). As fotos obtidas foram nomeadas e arquivadas para confirmacdo das
espécies.

As espécies de Anacanthorus obtidas, foram identificadas de acordo com Boeger et al.
(1995), Cohen et al. (2012 e 2013). Posteriormente, os parasitos serdo depositados na Colecdo

Helmintologica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC) na cidade do Rio de Janeiro-RJ.

3.2.4 Extracdo de DNA

Os espécimes de parasitos foram individualizados em microtubos de 2 mL. Para a extracdo do
DNA foi utilizado o kit de extragdo ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System da Promega,
seguindo o protocolo do fabricante. Posteriormente, 0 DNA obtido foi armazenado em tubos

identificados de acordo com a espécie de parasito e mantidos em freezer.
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3.2.5 Reacdo de Amplificacdo do DNA (Polimerase Chain Reaction - PCR)

As reacOes de amplificacdo foram conduzidas em um termociclador Applied Biosystems®
ProFlex™ PCR System em volume total de 20 pL, contendo tampdo Tris-KCI [20mM Tris-
HCI (pH 8,4), 50mM KCI], MgCL (0,75 pL), primers (2,5 pL cada), dNTPs (1 L), 0,2 pL de
Taq Polimerase Platinum — Invitrogen®, de 4 a 6 pPL de DNA recém extraido e 10,75 pL de
agua.

O gene mitocondrial de interesse, Citocromo C oxidase | (COI), foi amplificado com
os primers Trem ColF (5-TTTCGTTGGATCATAAGCG-3) e Trem ColR (5'-
GCAGCACTAAATTTACGATCAAA-3") desenvolvidos por Borett et al. (2011). A reacéo
de amplificacdo ocorreu em 35 ciclos, com desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 44°C por 30 segundos, extensdo por 2 minutos a 72°C e extensdo final de 7 minutos a 72°C.

Ja para os genes nucleares Espacadores Internos Transcritos (ITS1, ITS2) e 5.8S foram
utilizados para a amplificacdo os primers Bd1l (5'-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3") e Bd2
(5'-TATGCTTAAATTCAGCGGGT-3") desenhados por Luton et al. (1992). A amplificacéo
ocorreu em 30 ciclos, com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 56 °C por 30
segundos, extensdo por 1 minuto a 72°C e extensdo final de 5 minutos a 72°C.

Os amplicons do PCR foram purificados em Polietilenoglicol 8000 - NaCL (PEG-
NaCl), sendo utilizado 40 pL de PEG e cerca de 17 pL de amostras do DNA proveniente da
reacdo de amplificacdo, seguindo a metodologia proposta por Rosenthal et al. (1993). Na
sequéncia a amostra foi misturada com o PEG, incubada em banho Maria a 37 °© C por 15
minutos e centrifugada por 15 minutos a 12.000 RPM. Posteriormente, foi retirado o
sobrenadante e adicionado 62,5 pL de etanol 80% gelado e centrifugado novamente por dois
minutos a 12.000 RPM. O etanol foi descartado e os tubos com DNA aderidos a sua parede

ficaram secando por algumas horas. Por fim o DNA foi ressuspendido em 10 pL de agua
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ultrapura e na sequencia foi utilizado 3 pL da amostra para visualizagdo em gel de agarose a

1% e quantificacdo do DNA.

3.2.6 Sequenciamento e analise das sequéncias

Para o sequenciamento foram utilizados os mesmos pares de primers da PCR para ambas as
regibes de interesse, assim foram obtidas as duas fitas de DNA para cada marcador. As
amostras foram preparadas em um volume final de 6 pL, seguindo instrugdes do fabricante do
kit BigDye Terminator. Os sequenciamentos foram realizados no Laboratério Central de
Tecnologias de Alto Desempenho — LACTAD da Universidade Estadual de Campinas-
UNICAMP, na cidade de Campinas no estado de Sdo Paulo. As sequéncias foram obtidas no
sequenciador automatico ABI3730.

Posteriormente, as sequéncias de DNA dos parasitos foram editadas utilizando o
programa BioEdit 7.2.5 (HALL, 1999), e alinhadas no programa MEGA 6 (TAMURA et al.,
2013) a partir do algortmo Muscle (EDGAR, 2004). A determinacdo da distancia p
(percentagem de diferengas nucleotidicas) entre as espécies de parasitos e hospedeiros
também foi realizada com o programa MEGA.

As regibes de interesse gene Ativador de Recombinacdo 1 (RAG 1) e COl, utilizadas
para as filogenias dos hospedeiros foram obtidas no GenBank (Tabela 1). Embora tenha sido
constatada a presenca de cinco espécies de parasitos no dourado, somente foram obtidas
boas sequéncias de trés. Para as espécies de hospedeiros Metynnis lippincottianus e
Erythrinus erythrinus foi feito o sequenciamento do gene COI, pois 0 mesmo ndo estava

disponivel no GenBank.
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Tabela 1. NUmero de acesso das sequéncias de DNA dos hospedeiros obtidas no GenBank e

relacdo das espécies de Anacanthorus parasitos branquiais registradas por espécie de peixes

coletados na bacia do alto rio Parana e afluentes entre os anos de 2012 a 2015.

Hospedeiros

GenBank

Espécies de parasitos

Bryconidae

Salminus brasiliensis

HQ289336 e JN989211

Anacanthorus douradensis
Anacanthorus bicuspidatus
Anacanthorus contortus

Salminus hilarii

KF780113 e JN989211

Anacanthorus bicuspidatus
Anacanthorus contortus

Serrasalmidae
Piaractus mesopotamicus

HQ289217 e HQ420833

Anacanthorus penilabiatus

Metynnis lippincottianus

HQ289265

Anacanthorus sp. 6

Anacanthorus sp. 7

Serrasalmus maculatus

HQ289189 e HQ289242

Anacanthorus sp. 1
Anacanthorus sp. 2

Erythrinidae
Hoplias malabaricus

HQ289248 e JN988909

Anacanthorus sp. 3

Hoplerythrinus unitaeniatus

HQ289309 e HQ289242

Anacanthorus sp. 4

Anacanthorus sp. 5

Erythrinus erythrinus

HQ289242

Anacanthorus sp. 8

3.2.7 Anédlise filogenética

Para cada espécie de parasito e hospedeiro foi escolhida uma sequéncia consensus

proveniente do sequenciamento. Apds, a edicdo manual foi possivel um alinhamento continuo

de COI de 454pb dos hospedeiros e 500pb dos parasitos. J& para 0s marcadores nucleares

RAG 1 foi alinhando um fragmento de 1016pb e ITS de 891pb (ITS1 parcial = 431 pb, 5.8S



46

=156pb e ITS2 parcial = 304pb). A selecdo do melhor modelo de substituicdo nucleotidica
foi realizada no programa jModelTest (DARRIBA et al., 2012).

Foram realizadas reconstrucdes filogenéticas multi-locus com a concatenacdo do gene
RAG 1 e do gene COI para os hospedeiros e o gene ITS com o gene COI para os parasitos. O
modelo de substituicdo utilizado nas reconstrucBes filogenéticas foi General Time Reversible
+ proportion of Invariable sites + Gamma distribution (GTR+I+G), a partir do método
estatistico de inferéncia bayesiana. Foram consideradas particdes independentes para cada
marcador quando concatenados.

As andlises de relagdes filogenéticas foram feitas com os programas BEAULi
(Bayesian Evolutionary Analysis Utility) e BEAST 1.7 (Bayesian Evolutionary Analysis
Sampling Trees) (DRUMOND et al., 2012). No BEAUTI foi utilizado as sequéncias de DNA
ja alinhadas em formato fasta, gerando um arquivo que foi utilizado para realizar as analises
filogenéticas no BEAST. O BEAST utiliza o método estatistico de inferéncia bayesiana,
gerando a arvore ultramétrica utilizada para a andlise de coespeciacdo. Para verificar a
convergéncia da cadeia durante a andlise, foi utilizado o programa Tracer (RAMBAUT et al.,
2014), considerando um valor minimo de tamanho efetivo da amostra (effective sample size,
ESS) de 200.

O programa TreeAnnotator (RAMBAUT e DRUMMOND, 2010) foi utilizado para
encontrar a arvore de maior credibilidade, considerando os primeiros 10% da cadeia como
burn-in. A arvore resultante foi editada e visualizada no programa FigTree 1.4.2
(RAMBAUT, 2014).

O ciclideo Geophagus brasiliensis (Quoy e Gaimard, 1824) (GU702138 e EU706360)
foi utilizado como grupo externo dos hospedeiros e o cestoide Schizocotyle acheilognathi
(Yamaguti, 1934) (KP099579 e KM538083) foi utilizado como grupo externo nas analises

filogenéticas dos parasitos.



47

3.2.8 Andlises de Coespeciacao

Para testar a hipdtese de que a relacdo parasito/hospedeiro ocorreu por um processo de
coespeciacdo, foram utilizados os pacotes estatisticos ParaFit, ParaFitLinkl (LEGENDRE et
al, 2002) e Procrustean Approach to Cophylogeny (PACo) (BALBUENA et al, 2013).
Ambas as analises foram realizadas na plataforma R (R CORE TEAM, 2015).

O PACo testa a relacdo de dependéncia entre a filogenia dos parasitos e hospedeiros,
considerando que, a especiacdo destes organismos é impulsionada pela a especiacdo de seus
hospedeiros (BALBUENA et al, 2013). Ja o ParaFit foi utilizado para testar a hipotese nula
(Ho) que tem como pressuposto, que a relacdo das espécies de peixes Characiformes
estudadas com seus parasitos Anacanthorus se da aleatoriamente sem coespeciacdo, ou seja,
ndo ha congruéncia entre as arvores. Ja a hipétese alternativa (Hi), € de que ha relacdo de
coespeciacao entre parasito/hospedeiro, e que este ndo € um processo aleatorio.

Para a analise em PACo e ParaFitLink 1 foi necessario transformar as arvores geradas
dos parasitos e dos hospedeiros pelo BEAST, em dois arquivos em extensdo Newick, e
também foi elaborada uma matriz bindria de presenca e auséncia do parasito em seu
hospedeiro, seguindo as instrugdes de Legendre et al. (2002) e Balbuena et al. (2013). Estes
programas testam a congruéncia entre as topologias das arvores dos parasitos e seus
hospedeiros, por meio da distancia patristica (BALBUENA et al., 2013).

No PACo foi feita uma sobreposicdo girando a arvore filogenética do parasito para
ajustar a topologia da arvore do hospedeiro, resultando em uma estatistica de teste global que
testa se ha dependéncia da arvore do parasito pela arvore do hospedeiro (BALBUENA et al.,
2013). Este teste de ajuste global de coespeciacdo foi feito por meio de 10.000 permutacgdes,
sendo feitas atribuicdes aleatérias de hospedeiros aos parasitos.

A escolha na utilizagdo da estatistica ParaFitLink 1 foi devido ao fato deste ter maior

poder para detectar corretamente associacfes coevolutivas, principalmente em modelos em
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que possivelmente estas associacdes sejam as mais comuns, neste caso links aleatorios podem
ocorrer entre parasitos e hospedeiro, mais sdo raros, como proposto por Legendre et al.
(2002). As andlises em ParaFit Linkl foram conduzidas em 10.000 permutacdes. O nivel de
significincia considerado tanto para o PACo quanto para ParaFit foi de p <0,01.

Os quatro tipos de eventos evolutivos esperados entre parasitos e seus hospedeiros séo
a coespeciacdo, duplicacdo, extingdo (perda de linhagem) e transferéncia horizontal. Estes
eventos foram identificados nas topologias das arvores filogenéticas espelhadas dos parasitos
e dos hospedeiros (Figura 3). Estas arvores foram visualizadas na fungdo Cophyloplot do
pacote Analyses of Phylogenetics and Evolution (APE) (PARADIS et al., 2004) na plataforma

R.

3.3RESULTADOS

3.3.1 Anélise genética

Os marcadores moleculares nucleares ITS concatenados com o 5.8S se mostraram altamente
varidveis apresentando 74% de sitios polimorficos, dificutando o alinhamento de suas
sequéncias. Ja o marcador RAG 1 se mostrou menos variavel que o ITS com 23% de sitios
polimorficos. Para os parasitos 0 COI teve 47% de sitios polimorficos entre as espécies, sendo
mais variavel que o COI dos hospedeiros que apresentou um polimorfismo de 35% (Tabela

2).
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Tabela 2: Caracterizacdo dos marcadores moleculares utilizados para as andlises genéticas e
reconstrucbes filogenéticas das espécies de hospedeiros e seus parasitos Anacanthorus spp.
coletados no alto rio Parand e afluentes entre os anos de 2012 a 2015. O modelo de
substituicdo nucleotidica, frequéncia nucleotidica, gamma shape e percentual de sitios

invariaveis e polimorficos foram obtidos no programa Mega 6.

HOSPEDEIROS PARASITOS
Marcador COl RAG 1 COl ITS
Tamanho do Fragmento 454 1016 500 951
Modelo de Substituicao K2+G K2+G HKY+G HKY+G+I
Frequéncia A 25% 25% 24% 22%
Frequéncia T 25% 25% 43% 33%
Frequéncia C 25% 25% 14% 20%
Frequéncia G 25% 25% 19% 26%
Sitios invariaveis 65% 77% 53% 26%
Sitios polimorficos 35% 23% 47% 74%
Gamma Shape 0,18 0,34 0,15 2,76

As menores distancias p encontradas para o marcador COIl foram de 0,14 (14%) entre
Anacanthorus sp. 4 e Anacanthorus sp. 5, e de 0,15 (15%) entre Anacanthorus sp. 6 e
Anacanthorus sp. 7. A maior distincia p registrada para o COIl foi de 0,27 (27%) entre
Anacanthorus sp. 8 e as espécies Anacanthorus douradensis, A. bicuspidatus e A. contortus.
J& as menores distancias p encontradas para o ITS foram de 0,06 (6%) entre A. douradensis e
A. contortus, e de 0,07 (7%) entre Anacanthorus sp. 4 e Anacanthorus sp. 5. E a maior
distancia p 0,32 (32%) foi registrada entre as espécies Anacanthorus sp. 5, Anacanthorus sp. 7

e entre A. bicuspidatus e Anacanthorus sp. 1 (Tabela 3).
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Tabela 3: Matriz de divergéncia considerando as Distancias p para o marcador mitocondrial

Citocromo C Oxidase (branco) e marcador

nuclear

ITS (cinza) entre espécies de

monogenéticos Anacanthorus, coletados em peixes Characiformes provenientes do alto rio

Parana e afluentes entre os anos de 2012 a 2015.

Espécie A.do Abi Aco A.pe Asp.l  Asp2 Asp6 Asp7 Asp3 Aspd Asp5 Asp8
A.do 0,12 0,06 0,27 0,29 0,29 0,27 0,30 0,28 0,27 0,29 0,28
A.bi 0,19 0,12 0,30 0,32 0,31 0,29 0,31 0,31 0,28 0,31 0,30
A.co 019 0,17 0,27 0,29 0,28 0,27 0,28 0,28 0,26 0,28 0,27
A.pe 0,26 0,24 0,25 0,26 0,27 0,24 0,28 0,28 0,24 0,27 0,25
Aspl 026 024 025 021 0,10 0,19 0,22 0,29 0,26 0,29 0,27
Asp2 026 023 025 0,19 0,17 0,18 0,22 0,28 0,25 0,28 0,25
Asp6 024 022 025 022 0,19 0,19 0,18 0,27 0,26 0,29 0,27
Asp7 025 024 024 023 0,18 0,19 0,15 0,29 0,28 0,32 0,28
Asp3 024 025 027 020 0,20 0,23 0,22 0,21 0,16 0,19 0,15
Asp4 025 025 027 022 0,23 0,24 0,21 0,20 0,18 0,07 0,11
Asp5 025 023 027 023 0,24 0,25 0,20 0,21 0,20 0,14 0,16
Asp8 027 027 027 023 0,24 0,24 0,22 0,23 0,18 0,19 0,19

Espécies de parasitos: A.do = Anacanthorus douradensis; A.bi = A. bicuspidatus; A.co = A. contortus; A.pe =

Anacanthorus penilabiatus; A.sp.1=Anacanthorus sp.1; A.sp.2=Anacanthorus sp. 2; A.sp. 3= Anacanthorus sp. 3;

A.sp. 4= Anacanthorus sp. 4; A.sp. 5=Anacanthorus sp.5; A.sp. 6 = Anacanthorus sp. 6; A.sp.7 = Anacanthorus sp.

7; A.sp. 8 = Anacanthorus sp. 8.

3.3.2 Analise filogenética

A andlise da topologia da arvore filogenética (Figura 2) das espécies de Anacanthorus e seus

respectivos hospedeiros mostram trés clados de parasitos, o primeiro foi formado por

Anacanthorus douradensis, A. bicuspidatus e A. contortus Cohen, Kohn, Boeger, 2012

parasitos de briconideos. O segundo, formado por Anacanthorus penilabiatus, Anacanthorus

sp. 1, Anacanthorus sp. 2, Anacanthorus sp. 6 e Anacanthorus sp. 7 parasitos de

serrasalmideos. E por ultimo o clado representado por Anacanthorus sp. 3, Anacanthorus sp.
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4, Anacanthorus sp. 5 e Anacanthorus sp. 8 parasitos de eritrinideos. Ndo houve troca de
parasitos entre hospedeiros de diferentes géneros.

Pdde-se observar também que os clados foram formados dentro de cada familia de
hospedeiros. E conforme os hospedeiros tém uma relacdo de parentesco mais proxima 0S Seus

parasitos estdo estritamente relacionados também.

oo™ Anacanthorus douradensis

1| b= Anacanthorus contortus «
" . Bryconidae
Anacanthorus bicuspidatus

Anacanthorus sp. 2

Anacanthorus sp. 1

sf— Anacanthorus sp. 7 «

Serrasalmidae

e Anacanthoruis sp. 6

Anacanthorus penilabiatus

——
0.8 o Anacanthorus sp. 8

| &
=

Anacanthorus sp. 3
Anacanthorus sp. 4 Ervthrinidae
{ Anacanthorus sp. 5

Schyzocotyle acheilognathi

0.4

Figura 2: RelacGes filogenéticas entre as espécies de Anacanthorus parasitos branquiais de
Characiformes coletados no alto rio Parana e afluentes entre os anos de 2012 a 2015. A arvore
foi construida baseada nos marcadores COIl e ITS1, ITS2 e 5.8S concatenados. Foi utilizado o
modelo evolutivo GTR+I+G pelo método estatistico de Inferéncia Bayesiana. As linhas
pontilhadas delimitam as espécies de parasitos que ocorrem em cada familia de hospedeiro.
Os valores dos nos indicam os suportes (probabilidade posterior) dos clados formados. Os
suportes variaram de 50% (0.5) a 100% (1). A escala (0.4) paralela ao ramo indica 0 ndmero
de substituicdes por sitio. O cestdide Schizocotyle acheilognathi (KP099579 e KM538083) foi
utilizado como grupo externo.
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3.3.3 Andlises de Coespeciacado
Os eventos coevolutivos observados na topologia das arvores espelhadas dos parasitos e seus
hospedeiros foram, possivel coespeciacdo de Anacanthorus sp. 8 associada a Erythrinus
erythrinus, 0 mesmo pode ter acontecido entre Anacanthorus sp. 3 e Hoplias malabaricus, A.
penilabiatus e P. mesopotamicus, e A. douradensis com Salminus brasiliensis. Ja
Anacanthorus sp. 4 e Anacanthorus sp. 5 podem representar uma duplicacdo associada a
Hoplerythrinus unitaeniatus, o mesmo pode ter ocorrido com Anacanthorus sp. 1,
Anacanthorus sp. 2 com Serrasalmus maculatus e Anacanthorus sp. 6, Anacanthorus sp. 7
com Metynnis lippincottianus.

Apenas um evento coevolutivo pode ser interpretado como possivel duplicacdo
seguida de transferéncia horizontal, que seria as associacOes entre A. bicuspidatus e A.

contortus com Salminus hilarii e S. brasiliensis.

Characiformes

Anacanthorus spp.

P.me

- Asp. 5

H.“n Illlll..‘lllllll‘ Asp. 4

Figura 3: Arvores filogenéticas espelnadas das 8 espécies de peixes Characiformes (esquerda)
e das doze espécies de Anacanthorus (direita). Cada clado formado pelas espécies de parasitos
ocorreu em uma Familia de hospedeiro. As linhas pontilhadas representam as espécies de
parasitos que ocorre em cada espécie de hospedeiro. Abreviacbes das espécies de

Characiformes: S.hi = Salminus hilarii; S.br = Salminus brasiliensis; P.me = Piaractus
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mesopotamicus; S.ma = Serrasalmus maculatus; M.li = Metynnis lippincottianus; H.ma =
Hoplias malabaricus; E.er = Erythrinus erythrinus; H.un = Hoplerythrinus unitaeniatus.
AbreviacOes das espécies de Anacanthorus: A.bi = A. bicuspidatus; A.co = A. contortus; A.do
= Anacanthorus douradensis; A.pe = Anacanthorus penilabiatus; A.sp. 1 = Anacanthorus sp.
1; A.sp. 2 = Anacanthorus sp. 2; A.sp. 6 = Anacanthorus sp. 6; A.sp. 7 = Anacanthorus sp. 7;
A.sp. 3 = Anacanthorus sp. 3; A.sp. 8 = Anacanthorus sp. 8; A.sp. 5 = Anacanthorus sp. 5;
A.sp. 4 = Anacanthorus sp. 4.

As analises em PACo e ParaFitglobal forneceram evidéncias significativas de que a
relacdo entre as espécies de Anacanthorus estudadas e seus hospedeiros, se deu por
coespeciacdo (PACo mPxy = 0,82, p = 0,0000; ParaFitGlobal= 5,54, p = 0,0001) rejeitando a
hiptese Ho.

J& a analise dos residuos quadrados no PACo entre os links individuais das espécies de
parasitos e seus respectivos hospedeiros, ndo apresentou resultados  significativos
estatisticamente para todas as espécies. Os valores residuais de 0,005 ou abaixo deste valor
apontaram para possiveis eventos de coespeciacdo entre Anacanthorus douradensis com

Salminus brasiliensis, Anacanthorus sp. 4 e Anacanthorus sp. 5 com Hoplerythrinus

unitaeniatus e Anacanthorus sp. 3 com Hoplias malabaricus (Figura 4).
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Figura 4: Contribuicdes individuais das relagbes parasita/hospedeiro para o ajuste global da
Coespeciacdo entre Anacanthorus e seus hospedeiros. As colunas representam os residuos
quadrados e as barras superiores sdo o intervalo de confianga (95%) resultantes da aplicacdo
do PACo para distancias patristicas derivadas das arvores filogenéticas apresentados na
Figura 4. O valor da mediana dos residuos ao quadrado é apresentado (linha pontilhada) para
facilitar comparacGes entre links dos parasitos e seus hospedeiros. Associacdes
parasito/hospedeiro com baixos valores residuais da mediana (e?i) provavelmente representam
ligagbes coevolutivas. Nivel de significancia p < 0,01. Abreviagbes das espécies de
Characiformes: S.hi = Salminus hilarii; S.br = Salminus brasiliensis; P.me = Piaractus
mesopotamicus; S.ma = Serrasalmus maculatus; M.li = Metynnis lippincottianus; H.ma =
Hoplias malabaricus; E.er = Erythrinus erythrinus; H.un = Hoplerythrinus unitaeniatus.
AbreviacGes das espécies de parasitos: A.bi = A. bicuspidatus; A.co = A. contortus; A.do =
Anacanthorus douradensis; A.sp. 1 = Anacanthorus sp. 1; A.sp. 2 = Anacanthorus sp. 2; A.pe
= Anacanthorus penilabiatus; A.sp. 3 = Anacanthorus sp. 3; A.sp. 4 = Anacanthorus sp. 4;
A.sp. 5 = Anacanthorus sp. 5; A.sp. 6 = Anacanthorus sp. 6; A.sp. 7 = Anacanthorus sp. 7;
A.sp. 8 = Anacanthorus sp. 8.
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No ParaFitLink 1 os links individuais entre as espécies de parasitos e seus hospedeiros
(Tabela 4) indicaram que apenas trés associacBes entre Anacanthorus spp. e seus hospedeiros
ndo se tratam de eventos de coespeciacdo, A. penilabiatus com Piaractus mesopotamicus (p =
0,0237), Anacanthorus sp. 8 com Erythrinus erythrinus (p = 0,0128) e Anacanthorus sp. 3
com H. malabaricus (p = 0,0185). De maneira geral, ndo houve consenso entre os resultados
de PACo e ParaFit para eventos de coespeciacao individuais entre parasito hospedeiro, sendo
que apenas as associacdes entre A. douradensis a S. brasiliensis, e Anacanthorus sp. 4 e sp. 5

a H. unitaeniatus foram estatisticamente suportadas em ambas as analises.

Tabela 4. Resultados do ParaFitLink 1 para associagdes coevolutivas individuais entre as
espécies de Anacanthorus e seus hospedeiros coletados no rio Parana e afluentes entre os anos
de 2012 a 2015. As probabilidades foram calculadas ap6s 9999 permutacdes aleatorias.
Valores de p significativos < 0,01.

Espécies de hospedeiros Espécies de parasitos p
Salminus brasiliensis Anacanthorus douradensis 0,0001
Salminus brasiliensis Anacanthorus bicuspidatus 0,0001
Salminus brasiliensis Anacanthorus contortus 0,0001
Salminus hilarii Anacanthorus bicuspidatus 0,0001
Salminus hilarii Anacanthorus contortus 0,0001
Piaractus mesopotamicus Anacanthorus penilabiatus 0,0237"s
Metynnis lippincottianus Anacanthorus sp. 6 0,0067
Metynnis lippincottianus Anacanthorus sp. 7 0,0079
Serrasalmus maculatus Anacanthorus sp. 1 0,0083
Serrasalmus maculatus Anacanthorus sp. 2 0,0079
Hoplias malabaricus Anacanthorus sp. 3 0,0185"s
Hoplerythrinus unitaeniatus Anacanthorus sp. 4 0,0102
Hoplerythrinus unitaeniatus Anacanthorus sp. 5 0,0101
Erythrinus erythrinus Anacanthorus sp. 8 0,0128"

ns=valores ndo significativos
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3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Anélise genética e filogenética

Tanto COIl quanto ITS, tém sido amplamente utilizados em estudos moleculares e
filogenéticos com monogenéticos (SICARD et al.,, 2001; ZIETARA et al., 2008; SCHELKLE
et al, 2011; SHI et al, 2014; MENDLOVA e SIMKOVA, 2014 ¢ VANHOVE et al., 2015).
Tendo como principais vantagens a facil amplificacdo e a alta variabilidade interespecifica,
com taxas evolutivas rdpidas (LUTON et al, 1992; BUENO-SILVA, 2012; KRESS e
ERICKSON, 2008). No entanto, taxas evolutivas muito variaveis pode ser também uma
desvantagem (VAWTER e BROWN, 1986; PERKINS et al, 2011), dificutando o
alinhamento das sequéncias bem como na andlise filogenética em grandes grupos, como
Familias e Ordens (SPRINGER et al., 2001).

A distancia p minima interespecifica para o COIl entre as espécies de Anacanthorus foi
de 14%. Resultados similares foram encontrados em estudos com o COI de trés populacGes
do monogenético Benedenia seriolae Yamaguti, 1934, sendo que a distncia genética entre
individuos de diferentes populacdes foi de 14% (SEPULVEDA e GONZALEZ, 2014). Ja em
outro estudo populacional de Gotocotyla sawara Ishii, 1936 foi observado que a divergéncia
entre 0 COI de diferentes populagcfes ficou entre 0,13% e 3,65% (SHI et al., 2014). Para os
monogenéticos Urocleidoides malabaricus e U. cuiabai Rosim, Mendoza-Franco e Luque,
2011 parasitos de peixes dulcicolas no Brasil (GASQUES et al., 2015) foram encontradas
Distancias p acima de 20%. Os resultados do presente estudo juntamente com os dos estudos
citados acima mostram que o COIl tem sido eficiente na separacdo de espécies de
monogenéticos bem como para encontrar espécies cripticas.

Trabalhos com marcadores nucleares em monogenéticos tém evidenciado que o ITS1
¢ mais varidvel que o ITS2 (DESDEVISES et al, 2000; ZIETERA e LUMME, 2002;

COLEMAN, 2003; POISOT et al., 2011; SCHELKLE et al., 2011) e a regido 5.8S que fica
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entre estes dois genes é altamente conservada, sendo utilizada inclusive para desenvolvimento
de primers (COLEMAN, 2003). A alta variabilidade encontrada no ITS1 e mesmo no ITS2
em monogenéticos pode ter relacdo direta com um processo de especiacdo antigo, e também a
taxas de mutacdes muito rapidas nestes genes (DESDEVISES et al., 2000).

No presente estudo, foi observado que o ITS1 foi mais varidvel que o ITS2 entre as
espécies de Anacanthorus, dificultando assim, o alinhamento das sequéncias. Ja a regido 5.8S,
se mostrou bem conservada, e praticamente idéntica entre as diferentes espécies de parasitos,
impossibilitando a separacdo especifica. Estas distintas caracteristicas entre estes genes
possibilitaram que 0S mesmos juntos Se tornassem mais informativos que separadamente, e
por isso foram concatenados.

Estudos moleculares com espécies de monogenéticos Ligophorus encontraram
divergéncias genéticas de até 39% para 0 ITS1 e 13% para 0 28S (BLASCO-COSTA et al.,
2012). Por outro lado, andlises dos genes 18S e ITS1 de espécies de monogenéticos
Dactylogyrus verificaram que houve variagbes nucleotidicas somente para a regido ITS1,
sendo a regido 18S altamente conservada (SIMKOVA et al., 2007).

Em espécies de Gyrodactylus foram encontradas variacfes de 18,5% a 35,8% nas
distancias p para o ITS 2 (GILMORE et al., 2012). Resultados similares foram encontrados
no presente estudo, sendo que as distncias p entre as espécies de Anacanthorus variaram de
6% a 32% para o ITS. Desta forma, a alta variabilidade encontrada para os marcadores
moleculares 1TS1 e mesmo ITS2 parece ser comum entre espécies de alguns géneros de
monogenéticos.

Embora o0s marcadores nucleares ITS sejam bastante utilizados em estudos
filogenéticos, e mesmo para distincdo de espécies (MATEJUSOVA et al., 2001; PALADINI
et al, 2011; MENDLOVA et al., 2012; KING et al.,, 2013; KING et al., 2014) ainda ndo ha

consenso entre 0s pesquisadores se estes marcadores sdo 0s mais adequados para este
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proposito. Por exemplo, Vanhove et al. (2013) propds que a regido 28S ribossomal fosse
utilizada como DNA barcodes para monogenéticos, ao invés da regido ITS, sendo este de
facil alinhamento, com variacbes intra e interespecificas, e principalmente, devido as
dificuldades no alinhamento na regido do ITS1. Ja Coleman (2003) considerou o ITS2 é
pouco explorado em estudos genéticos, sendo que, este marcador molecular pode fornecer
informacbes filogenéticas para niveis taxondmicos ainda mais profundos.

Estudos filogenéticos com espécies Ligophorus obtiveram melhor suporte para os
ramos das arvores com o ITS 1 do que com o 28S (BLASCO-COSTA et al.,, 2012). Porém
outros trabalhos tém mostrado que as reconstrugGes filogenéticas com ITS2 tém resultados
similares, as reconstrucGes feitas com marcadores nucleares mais conservados como o 18S
(GILMORE et al.,, 2001). Os resultados obtidos no presente estudo reforcam que 0s genes
utilizados aparentemente foram eficientes na separagdo das 12 espécies de Anacanthorus bem

como nas reconstrucdes filogenéticas do grupo.

3.4.2 Andlises de Coespeciacdo

Tanto PACo quanto ParaFit suportaram a hipdtese de associacdo global de coespeciacdo entre
as espécies de Anacanthorus e seus hospedeiros. Os links individuais entre as espécies de
Anacanthorus e suas espécies hospedeiras também tiveram associa¢fes evolutivas suportadas
estatisticamente, sendo que a andlise dos residuos quadrados no PACo apontou quatro
associacOes coevolutivas das 14 existentes, e o ParaFitLink1 indicou apenas 11.

Quando analisada a topologia das arvores filogenéticas espelhadas pode-se sugerir trés
possiveis vias de especiacdo das espécies de Anacanthorus: a coespeciacdo, duplicacdo e a
duplicacdo seguida de transferéncia horizontal. Embora, os indicios de coespeciacdo sejam
fortes, as topologias das arvores filogenéticas dos parasitos e hospedeiros ndo foram
totalmente congruentes. O que pode ter ocorrido devido a outros eventos de especiacdo como

a duplicacdo, extincdo ou perda da linhagem do parasito e em algumas wvezes por
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transferéncias horizontais (DESDEVISES et. al., 2002). A coespeciacdo entre parasitos e seus
hospedeiros ocorre principalmente, quando estes estdo em alopatria (DESDEVISES et al.,
2002) e casos desta associacdo evolutiva sdo esperados dentro de familias, géneros e espécies
de hospedeiros (BOEGER e KRITSKY, 1997).

Estudos coevolutivos com espécies de monogenéticos pertencentes a Lamellodiscus
e a Ligophorus parasitos de peixes no Mar Mediterraneo e Negro, observaram que a
diversificacdo destas espécies de parasitos ocorreu por eventos de duplicacdo, perda de
linhagem ou extingdo e por transferéncias horizontais, ndo encontrando associagbes gerais de
coespeciacdo entre as filogenias dos parasitos e seus hospedeiros (DESDEVISES et al., 2002;
BLASCO-COSTA et al, 2012). Ja para espécies de monogenéticos pertencentes a
Thaparocleidus a duplicacdo foi considerada o evento de especiagdo mais frequente em
espécies de peixes Pangasius na Asia (SIMKOVA et al., 2013).

A duplicacdo aparentemente € 0 evento coevolutivo mais comum em monogenéticos
congéneres em peixes dulcicolas. Isto pode acontecer, frente a dificuldade na disperséo destes
parasitos para outras espécies, devido a alta especificidade ao hospedeiro (SIMKOVA et al,
2013). Ou mesmo, devido a complexidade do microhabitat branquial como proposto por
Blasco-Costa et al. (2012) para as possiveis duplicacbes em Ligophorus. Neste caso, 0S
monogenéticos teriam que se adaptar frente as diferentes condicdes (fluxo d’agua e oxigénio)
encontradas nas branquias, para colonizar os microhabitats (KADLEC et al., 2003), o que
possivelmente levaria as duplicacdes.

Em Anacanthorus foram observados trés eventos de especiagdo via duplicacdo sendo
este aparentemente 0 evento mais comum entre estes parasitos. Este tipo de especiacdo,
possivelmente resultou nas espécies Anacanthorus sp. 1 e Anacanthorus sp. 2 associadas a
Serrasalmus maculatus, Anacanthorus sp. 4 e Anacanthorus sp. 5 associada a Hoplerythrinus

unitaeniatus. E por fim, a duplicacdo de Anacanthorus sp. 6 e Anacanthorus sp. 7 associadas
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a Metynnis lippincottianus. Espécies congéneres supostamente derivadas de uma duplicacdo
seriam menos competitivas entre si, considerando o tempo de coexisténcia em um mesmo
hospedeiro. Desta forma, pode-se dizer que a competicdo entre monogenéticos congéneres é
praticamente inexistente, principalmente devido: a restricdo de nicho, o0 isolamento
reprodutivo e a especializagio das estruturas de fixagio (ROHDE, 1979 e 1991; SIMKOVA
et al., 2000).

A transferéncia horizontal pode ser considerada um evento menos parcimonioso que a
coespeciacdo e a duplicagio (DESDEVISES et al, 2002), principalmente devido a
competicdo com espécies de parasitos ja estabelecidas, e as proprias defesas do sistema
imunoldgico deste novo hospedeiro (ARAUJO et al., 2015). No entanto, incongruéncias entre
as arvores dos parasitos e seus hospedeiros, sdo geralmente justificadas pelo alto numero de
transferéncias horizontais (LEI e OLIVAL, 2014).

Estudos coevolutivos com diferentes grupos de parasitos (esporideos, vespas e
monogenéticos) e seus hospedeiros (aves, mamiferos e peixes) tém demonstrado que
transferéncias horizontais sdo eventos aparentemente comuns (DESDEVISES et al., 2002,
ZIETARA e LUMME, 2002; RICKLEFS et al., 2004; BLASCO-COSTA et al., 2012; DENG
et al, 2013; SANTIAGO-ALARCON et al., 2014; HAHN et al, 2015). Porém, em outros
estudos com ciclideos e seus monogenéticos Cichlidogyrus (VANHOVE et al., 2015) e com
espécies de bactérias Bartonella e seus hospedeiros mamiferos (LEI e OLIVAL, 2014),
mostraram que em alguns casos as transferéncias horizontais sdo associacGes raras entre
parasitos e hospedeiros.

No presente estudo, o Unico evento de duplicacdo seguida de transferéncia horizontal
ocorreu entre espécies de Salminus, sendo que, estes hospedeiros compartilharam
Anacanthorus contortus e A. bicuspidatus. Outros estudos com monogenéticos parasitos de

peixes (SIMKOVA et al, 2004) e com esporideos parasitos de aves (SANTIAGO-
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ALARCON et al., 2014) tem mostrado que transferéncias horizontais sio mais comuns entre
espécies de hospedeiros congéneres. Resultado similar ao encontrado no presente estudo.
Transferéncias horizontais entre  hospedeiros congéneres provavelmente ndo levam a
especiacdo dos parasitos, pois 0s novos hospedeiros ndo representam um novo recurso, por
estar relacionado filogeneticamente com o hospedeiro de origem (JACSON, 1999; AGOSTA
e KLEMENS, 2008).

A coespeciacdo, duplicacdo e a transferéncia horizontal podem estar ocorrendo com
outras espécies de Anacanthorus e seus hospedeiros em diferentes bacias hidrograficas do
Brasil, o que fica mais evidente com estudos que registraram mais de uma espécie destes
parasitos em uma mesma especie de hospedeiro (TAKEMOTO et al., 2009; COHEN et al.,
2012; BRANDAO et al,, 2013; LEAO et al,, 2015; MONTEIRO et al., 2015), ou ainda, a
ocorréncia de uma espécie de Anacanthorus igual a que ocorre em outras espécies de
hospedeiros do mesmo género como pode ser observado na lista de espécies elaborada por
Cohen etal. (2013).

Sendo assim, a hipdtese mais provavel, é que estes parasitos, sofreram coespeciacao
guando o hospedeiro passou por mudancas genéticas, fisioldgicas, morfologicas significativas
formando um novo género. Os resultados obtidos também apontaram que sd@o duas as
possiveis vias de especiacdo em Anacanthorus a duplicacdo e a coespeciagdo. No caso da
transferéncia horizontal entre as espécies de Salminus acredita-se que tenha ocorrido como
um recurso do parasito para sobrevivéncia, ocupando diferentes espécies de hospedeiros com
caracteristicas biologicas muito parecidas. O que pode ser explicado também pelo conceito de
fitro (contato e compatibilidade) (EUZET e COMBES, 1980). Sendo que primeiramente o
parasito teve a possibilidade de encontrar o hospedeiro em potencial (contato), e este
hospedeiro  forneceu as condicbes adequadas para a sobrevivéncia do parasito

(compatibilidade).
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A falta de estudos taxondmicos com estes parasitos na regido dificuttou o
entendimento das relagbes evolutivas parasito/hospedeiro, visto que, 8 das 12 espécies de
parasitos estudadas possivelmente sdo novas para a ciéncia. Sendo assim, ndo se sabe se elas
ocorrem em outras espécies de peixes do mesmo género ou ndo, 0 que possibilitaria 0
aumento de interpretacBes de possiveis eventos coevolutivos como: coespecia¢do, duplicacGes

e transferéncias horizontais.

3.5 CONCLUSOES

Com o presente estudo de coespeciacdo pode-se verificar que a relacdo de especificidade e
especiacdo dos Anacanthorus com eritrinideos, serrasalmideos e briconideos no alto rio
Parand e afluentes se deu por processos coevolutivos: a coespeciacdo e a duplicacdo. Sendo a
duplicacdo uma importante via de especiagdo destes parasitos dentro das espécies de
hospedeiros, j& a transferéncia horizontal aparentemente ndo levou estes parasitos a
especiarem, uma vez que, s6 ocorreu entre hospedeiros do mesmo género. Com este estudo
também foi possivel verificar que as espécies de Anacanthorus presentes em hospedeiros
préximos geneticamente, ou em uma mesma espécie de hospedeiro formam clados irmaos,
sendo este um grande indicio de coespeciacdo, que foi confirmado também com as analises
estatisticas utilizadas.

No entanto, os resultados obtidos, podem ser apenas uma representacdo local das
possiveis vias de especiacdo de Anacanthorus na América Sul. Sendo assim, € incentivado
mais estudos com outras espécies destes parasitos e seus hospedeiros em outras regides do
continente, para um maior entendimento da evolugdo deste que € um dos maiores géneros em

numero de espécies de monogenéticos no continente Americano.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A filogenética molecular tem contribuido com novas informacfes sobre as relagcdes de
parentesco entre oS grupos de parasitos bem como na identificacdo das espécies, estudos
populacionais, biogeograficos e coevolutivos. Porém, a filogenia molecular esta longe em
resolver todos os problemas taxondémicos e filogenéticos na Ictioparasitologia, e desta forma,
aconselhamos a utilizacdo desta ferramenta sempre que possivel e se fizer necessario no teste
de hipoteses em conjunto com informacGes morfologicas. Também é aconselhada a utilizacdo
de mais de um gene, 0 que torna mais confidvel as reconstrucdes filogenéticas, esbocando as
taxas evolutivas do organismo e ndo somente de um gene isoladamente.

Com o presente estudo pode-se verificar também que a relacdo de especificidade e
especiacdo dos monogenéticos pertencentes a Anacanthorus com seus hospedeiros no alto rio
Parand e afluentes se deu por processos coevolutivos, como a coespeciagdo e a duplicacéo.
No entanto, os resultados obtidos, podem ser apenas uma representacdo local das possiveis
vias de especiacdo de Anacanthorus na América Sul. Sendo assim, é incentivado mais estudos
com outras espécies destes parasitos e seus hospedeiros em outras regides do continente, para
um maior entendimento da evolucdo deste que é um dos maiores géneros em ndmero de

espécies de monogenéticos no continente  Americano.
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partis MathType and part is Equation Editor.

Nomenclature

Units of
measurement

Drugs

Species
names

Genes,
mutations,
genotypes,
and alleles

Use correct and established nomenclature wherever possible.
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in the title of the manuscript and at the first mention of an organism in a paper.
After first mention, the first letter of the genus name followed by the full species
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should be shown in roman typeface (e.q., v-fes, c-MYC).



	FOLHA DE APROVAÇÃO Junio.pdf
	Junio.pdf
	Rodrigo Junio da Graça.pdf



