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Resumo

O filo Myxozoa compreende organismos metazodrios, endoparasitos e altamente
especializados, tanto em relagcdo aos hospedeiros quanto em relacdo ao tecido que infectam.
No mundo sdo conhecidas aproximadamente 2.300 espécies e na América do Sul foram
descritas até aqui pouco mais de 80 espécies. O avango nos estudos desses parasitos no Brasil
é muito recente, sendo que algumas espécies consideradas patogénicas tem sido descritas. Os
estudos taxondmicos classicos desses organismos tem abordado apenas 0s caracteres
morfolégicos. Contudo, atualmente, o sequenciamento do gene 18S rDNA tem sido
empregado com sucesso na descriminacdo de novas espécies. Esse trabalho teve por objetivo
estudar mixosporideos parasitos de peixes da familia Prochilodontidae nas bacias dos rios Séo
Francisco, MG e Mogi Guacu, SP. Foram analisados exemplares de Prochilodus costatus
Valenciennes, 1850 e Prochilodus argenteus Agassiz, 1829 do rio Sdo Francisco e
Prochilodus lineatus Valenciennes, 1829 do rio Mogi Guagu. Analises morfoldgicas
(microscopia de luz, analise ultraestrutural) e das sequéncias do gene 18S rDNA, com
subsequentes inferéncias filogenéticas, foram os procedimentos utilizados. Esta dissertacdo
foi organizada na forma de capitulos, sendo que no primeiro é apresentado o estudo de uma
espécie do género Myxobolus Lom & Dykova, 1992 encontrada infectando branquias de P.
costatus, a qual foi considerada como uma espécie ainda ndo descrita. Os dados morfoldgicos,
ultraestruturais e moleculares desta espécie sdo aqui apresentados. O segundo capitulo trata de
um estudo que tem como base o sequenciamento do gene 18S rDNA de duas espécies de
Myxobolus ja conhecidas e que infectam peixes do género Prochilodus: Myxobolus porofilus
Adriano et al. 2002 parasito de P. lineatus e Myxobolus franciscoi Eiras et al. 2010
encontrada infectando P. costatus. As analises moleculares mostram que M. porofilus e M. cf.
franciscoi, mesmo apresentando caracteristicas morfoldgicas muito semelhantes e infectando
hospedeiros filogeneticamente muito proximos (mesmo género), sdo duas espécies
geneticamente distintas. As andlises filogenéticas aqui realizadas mostram o agrupamento
parafilético entre as espécies dos géneros Myxobolus e Henneguya Thélohan, 1892 e que as
espécies de mixosporideos se agruparam principalmente de acordo com as familias dos peixes

hospedeiros.

Palavras-chave: Myxozoa - Prochilodontidae - 18S rDNA - ultraestrutura - filogenia



Abstract

The phylum Myxozoa comprises metazoan organisms and endoparasites. It is highly
specialized both in relation to hosts and in the tissue it infects. Approximately 2300 species
have been identified worldwide, yet in South America little more than 80 species have been
described. The growth of studies of these parasites in Brazil is a very recent phenomenon, and
some species considered pathogenic have been described. Classic taxonomic studies of these
organisms use only morphological characteristics for identification; however, 18S rDNA gene
sequencing has recently been successfully used to identify new species. The aim of the
present study was to identify myxosporean parasites of fish of the family Prochilodontidae
taken from the basins of the S&o Francisco (MG) and Mogi Guagu (SP) Rivers. Specimens of
Prochilodus costatus Valenciennes, 1850 and Prochilodus argenteus Agassiz, 1829 from the
Séo Francisco River and Prochilodus lineatus Valenciennes, 1829 from the Mogi Guacu
River were analyzed. Morphological analysis (light microscopy, ultrastructural analysis) and
18S rDNA gene sequencing, with subsequent phylogenetic inference, were used. This
monograph is organized into chapters, the first of which describes the study of a species of the
genus Myxobolus Lom & Dykova, 1992 found infecting gills of P. costatus, considered to be
a previously undescribed species. The morphological, ultrastructural and molecular
characteristics of this species are presented here. The second chapter deals with a study of the
18S rDNA gene sequencing of two previously known species of Myxobolus infecting fish of
the genus Prochilodus: Myxobolus porofilus Adriano et al. 2002 a parasite of P. lineatus fish,
and Myxobolus cf. franciscoi Eiras et al. 2010 found infecting P. costatus. Molecular analysis
showed that M. porofilus and M. franciscoi, although presenting very similar morphological
characteristics and infecting hosts that were phylogenetically very close (of the same genus),
are genetically distinct species. The phylogenetic analysis performed here shows paraphyletic
grouping among species of the genera Myxobolus and Henneguya Thélohan, 1892, while

myxosporean species were grouped mainly according to the families of fish hosts.

Keywords: Myxozoa - Prochilodontidae - 18S rDNA - ultrastructure - phylogeny
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Bacias hidrograficas brasileiras

A drenagem dos aproximadamente 8.512,000 Km? do territério brasileiro é feita por
cinco grandes bacias hidrograficas: Amazonica, Tocantins, Prata, Uruguai e Sdo Francisco,
que incluem em sua estruturacdo milhares de rios, riachos e ribeirdes. No territério brasileiro,
ha ainda outras bacias hidrograficas menores que se localizam na regido costeira do pais e
desaguam diretamente no oceano Atlantico. A vazdo total desse conjunto hidrografico
corresponde a aproximadamente 182.170 m%/s (Agostinho et al. 2007).

Do conjunto hidrografico brasileiro, a bacia do rio Sdo Francisco se destaca por
abranger uma érea total de 645.067,2 Km? o que corresponde a aproximadamente 7.5% do
territrio nacional. E a terceira maior bacia hidrografica brasileira, abrangendo 509
municipios de sete unidades federativas: Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Sergipe, Alagoas,
Goiés e Distrito Federal. A bacia hidrografica do rio S&o Francisco é subdividida em trés
regibes fisiograficas: Alto, Médio e Baixo Sdo Francisco (Brasil & ANA, 2004) que

percorrem aproximadamente 3.160 km sentido Norte do pais (Koehler, 2003).

O Alto rio S&o Francisco corresponde ao trecho a partir da nascente do rio, na Serra da
Canastra, até o encontro com o rio Jequitai, Minas Gerais. A regido correspondente ao Médio
Séo Francisco se entende do rio Jequitai até a barragem de Sobradinho BA/PE. Por dltimo, a
regido correspondente ao Baixo rio S&o Francisco abrange a area de Belo Monte (AL) até a
foz do rio, no Estado de Alagoas (Brasil, 2003). Ao longo do seu percurso, o rio S&o
Francisco percorre importantes biomas brasileiros: Mata Atlantica, passando por areas de
Cerrado, Caatinga e também por ecossistemas costeiros (ANA/GEF/PNUMAJ/OEA, 2004).

O rio S&o Francisco, como citado anteriormente, brota na Serra da Canastra com 0 nome
de rio Sambura, regido que corresponde ao Sudoeste do estado de Minas Gerais e, somente
apos receber as aguas gque vertem no Parque Nacional da Serra da Canastra, recebe o nome de
Séo Francisco (Welcomme, 1985). Considerado o terceiro maior rio brasileiro, a ictiofauna do
rio Sdo Francisco é composta por cerca de 150 espécies, sendo que deste total, 8% realizam
migracdes a longas distancias, com destaque para Pseudoplatystoma corruscans Spix &
Agassiz, 1829, Salminus franciscanus Lima & Britski, 2007, Prochilodus argenteus Agassiz,
1829, Prochilodus costatus Valenciennes, 1829 e Prochilodus vimboides Kner, 1859 (Sato &
Godinho, 1999).


http://en.wikipedia.org/wiki/Rudolf_Kner
http://research.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?ID=2631

A sub-bacia do rio Mogi Guagu pertence a bacia hidrografica do Alto rio Parand,
localizada a sudoeste do Estado de Minas Gerais (2.650 km? de extensdo neste estado) e a
nordeste do Estado de S&o Paulo (14.653 km® de extensdo neste Estado) (Brigante et al.
2002). Sua nascente localiza-se a uma altitude de 1.600 m, no municipio de Bom Repouso,
sul do Estado de Minas Gerais, na Serra da Mantiqueira. A partir da sua nascente, o rio sofre
uma queda de altitude em 996 m até chegar ao municipio de Pirassununga, SP (Brigante &
Espindola, 2003). Sua foz situa-se a 470 m de altitude no rio Pardo, afluente do rio Grande,
no municipio de Pontal, Estado de Séo Paulo (Capeleti & Petrere, 2006).

A fauna de peixes do rio Mogi Guacu é uma das mais estudadas dentre todos 0s rios
brasileiros (Meschiatti & Arcifa, 2009). Este rio apresenta uma grande diversidade de peixes,
com cerca de 310 espécies relatadas pertencentes a 38 familias. Esta bacia é bastante
impactada pelas atividades humanas, como o desflorestamento (retirada da mata ciliar
original) e a construgdo de hidrelétricas, que causam enormes impactos a ictiofauna local
(Castro & Menezes, 1998).

1.2 Diversidade de peixes neotropicais

Os peixes se distribuem em 27.977 espécies descritas, 0 que representa mais de 50% de
todas as espécies de vertebrados descritas no planeta (Nelson, 2006). SO na regido
Neotropical, regido mais rica em espécies de peixes dulcicolas do mundo, sdo reconhecidas

aproximadamente 4.400 espeécies distribuidas em 71 familias (Reis et al. 2003).

O Brasil é o pais mais rico em se tratando da fauna ictiolégica de agua doce, com
aproximadamente 2.587 espécies descritas e com muitas outras espécies desconhecidas, o que
aumenta as estimativas da diversidade desse grupo no pais. Toda essa diversidade ictiologica
ocorre em somente em 0,03% de toda a agua do planeta (Buckup et al. 2007). Por essa
diversidade, o Brasil € reconhecidamente um grande potencial para o cultivo e comércio de

peixes de diversas espécies.

1.3 Género Prochilodus

Peixes da familia Prochilodontidae (Ordem Characiformes) ocorrem na maioria das
bacias hidrograficas sul-americanas. Essa familia é constituida por 21 espécies distribuidas
em trés géneros (Ichthyoelephas, Semaprochilodus e Prochilodus) (Castro & Vari, 2004). O

género Prochilodus é o mais especioso com 13 espécies descritas, sendo trés delas endémicas
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da bacia do rio S&o Francisco: P. costatus, P. argenteus e P. vimboides (Castro & Vari, 2003)
e, uma que ocorre na bacia do Prata: P. lineatus (Castro, 1990). Todas as espécies dessa
familia possuem tamanho de médio a grande porte, hdbito alimentar ili6fago, realizam
migracOes a longas distancias e sdo classificados como reofilicos (peixes de piracema) (De
Paula, 2006).

A variacdo morfolégica entre as espécies do género Prochilodus spp. é bastante
reduzida e as grandes areas de distribuicdo de cada espécie ndo tém sido caracterizadas
adequadamente no sentido de avaliar o grau de variacdo intraespecifica, o que faz com que a

taxonomia deste grupo tenha sido bastante problematica (Renno et al. 2005).

Prochilodus costatus Valenciennes, 1850, conhecido popularmente como curimba ou
curimbata, é uma das espécies do género Prochilodus endémicas do rio S&o Francisco. E
caracterizada por possuir habito migratério, realizando migracdo a longas distancias para a
reproducdo durante o periodo de piracema e pode atingir até 6 kg de massa corporea. Tem um
importante papel ecolégico no ecossistema local, sendo também economicamente importante
para as populacdes locais (Carvalho-Costa et al. 2008) (Figura 1).

Figura 1: Prochilodus costatus coletado no rio Sdo Francisco, Pirapora, Minas Gerais. Foto da
autora.

Prochilodus argenteus Agassiz, 1829, regionalmente denominado curimatéa-pacu, €
possivelmente a maior espécie dessa familia. Espécie também endémica do rio Sdo Francisco
é amplamente capturado, principalmente na por¢do entre o Alto e Médio S&o Francisco,
representando 50% do pescado local (Sato & Godinho, 2004) (Figura 2).



Figura 2: Prochilodus argenteus coletado no rio S&o Francisco, Pirapora, Minas Gerais. Foto da
autora.

Prochilodus lineatus Valenciennes, 1829, também conhecido como curimba ou
curimbatd, é certamente a espécie do género mais estudada pela sua reconhecida importancia
em programas de piscicultura. Peixe endémico da bacia Platina realiza migracdes tréficas a
jusante e reprodutivas a montante do rio. A regido do Alto rio Mogi Guacu é local de
reproducdo de P. lineatus e a regido do Médio rio Grande é o sitio de alimentacdo (Silva,
2006). Devido ao seu crescimento rapido, elevada taxa reprodutiva e aceitacdo no mercado é
uma das espécies mais consumidas, 0 que eleva o interesse comercial nessa espécie (Castro,
1993) (Figura 3).

Figura 3: Prochilodus lineatus coletado no rio Mogi Guagu, Pirassununga, S&o Paulo. Foto da
autora.

1.4 Doencas e mortalidade de peixes

Entre os principais causadores de doengas e mortes de peixes em sistemas naturais
destacam-se a polui¢cdo ambiental, a decomposicdo da matéria orgénica na agua e a infecgdo

por agentes patogénicos (Eiras, 1994). Nos ultimos anos, tem aumentado consideravelmente



os estudos relacionados aos parasitos e patdgenos de organismos aquaticos, principalmente
daqueles hospedeiros com potencial para o cultivo e para a comercializagdo, face ao aumento
significativo destas atividades no Brasil e no mundo (Luque, 2004).

Como principais parasitos de peixes citam-se: protozoarios, como por exemplo,
Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, 1876, agente responsavel pela doenca conhecida como
“ictio”, que causa mortalidade de peixes em sistemas naturais ¢ de criagdo; Monogenea e
Digenea, Cestoda, Nematoda e crustaceos (Copepoda, Branchiura e Isopoda) que sdo
considerados importantes ectoparasitos, como por exemplo, Lernaea cyprinacea Linnaeus,
1758, espécie introduzida no Brasil que infecta principalmente alevinos e os parasitos do filo
Myxozoa que atualmente € um dos grupos de parasitos de peixes mais estudados, e que
também causa mortalidade em peixes de cultivo e de sistemas naturais (Luque, 2004).

1.5 Filo Myxozoa Grassé, 1960

Mixosporideos sdo organismos multicelulares, altamente especializados, tanto em
relacdo aos hospedeiros quanto em relacdo aos tecidos que infectam, porém, uma Unica
espécie de hospedeiro pode abrigar varias espécies desse parasito (Békési et al. 2002). S&o
parasitos obrigatorios e infectam principalmente peixes, tanto de agua doce quanto salgada,
mas também anfibios (Jirku et al. 2006), répteis (Roberts et al. 2008), aves (Bartholomew et
al. 2008) e mamiferos (Dykova et al. 2007). S&o caracterizados por possuirem esporos
multicelulares, contendo capsulas polares com filamentos polares extrudaveis, responsaveis

pela fixacdo do parasito no hospedeiro (Lom & Arthur, 1989).

Os mixosporideos possuem ciclo biologico complexo e para a grande maioria das
espécies descritas, o ciclo ainda ndo é conhecido. Atualmente é aceito que esses organismos
possuem dois tipos de hospedeiros: invertebrados (Anellida, principalmente oligoquetas) e
vertebrados principalmente peixes (Feist et al. 2006). A forma do parasito quando em
desenvolvimento no hospedeiro intermediario é designada actinosporo. Os mixosporos livres
na agua sao ingeridos pelas oligoquetas e, em contato com o epitélio intestinal do hospedeiro,
liberam o filamento polar, ancorando-se no mesmo. Uma fase de varias divisfes celulares é
processada e novos parasitos sdo formados (actinosporos maduros) e liberados na agua via
defecacdo ou morte dos hospedeiros. Os actinosporos maduros, por fim, entram em contato
com os hospedeiros definitivos, ancorando-se nos tecidos também pelo filamento polar, onde
novos ciclos de divisdo celular sdo realizados, originando plasmddios onde serdo formados 0s

esporos. Os esporos maduros, apds o rompimento dos plasmaddios, quando em tecido que
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permite 0 escape dos esporos ou apos a morte e desintegracdo dos tecidos do hospedeiro, séo
liberados na agua e o ciclo se reinicia (Feist et al. 2006).

Em relacdo a diversidade do grupo, atualmente sdo conhecidas aproximadamente
2.300 especies (Azevedo et al. 2009) pertencentes ao filo Myxozoa, distribuidas em 52
géneros, a maioria parasito de peixes de agua doce (Kent et al. 2001). O género Myxobolus
apresenta 0 maior nimero de espécies descritas, aproximadamente 790 em todo o mundo
(Lom & Dykova, 1995). Na América do Sul, sdo conhecidas 73 espécies de Myxozoa, sendo
30 espécies do género Myxobolus (Azevedo et al. 2010).

Os primeiros estudos desses parasitos no Brasil nos remetem aos trabalhos de
Splendore (1910), que fez as primeiras descri¢cdes de mixosporideos em peixes do nosso pais.
Gioia e Cordeiro (1996) publicaram uma lista em que relataram 52 espécies de mixosporideos
infectando peixes brasileiros, distribuidas em 11 géneros, na qual os géneros Myxobolus e
Henneguya foram 0s mais especiosos. Desde entdo, cada vez mais pesquisadores vem
demonstrando interesse no estudo desses organismos, utilizando de ferramentas de
microscopia eletronica (Adriano et al. 2005; 2006; 2009a) e mais recentemente incluindo
analises moleculares (Adriano et al. 2009b; Milanin et al. 2010; Naldoni et al. 2009; 2011).

Naldoni et al. (2009) encontraram uma nova espécie, Henneguya pseudoplatystoma,
nas branquias de hibridos de Pseudoplatystoma corruscans Spix & Agassiz, 1829 e
Pseudoplatystoma reticulatum Eigenmann & Eigenmann, 1889. Os autores consideram essa
espécie de alta capacidade patogénica uma vez que a mesma causou importante reducdo na
area das branquias dos peixes infectados, 0 que causa, provavelmente, trocas gasosas
deficientes. Em outro estudo, Adriano et al. (2009b) descreveram uma nova espécie,
Myxobolus salminus, cujos plasmodios se desenvolvem no endotélio dos vasos dos filamentos
das branquias de dourados Salminus brasiliensis Cuvier, 1816. Adriano et al. (2009a)
estudando peixes da familia Pimelodidae, Zungaro jahu Ihering, 1898 encontraram
plasmaddios de mixosporideos Myxobolus cordeiroi Adriano et al. 2009 nas cdrneas e bexiga
urindria dos hospedeiros que, histopatologicamente, causavam estreitamento do epitélio
desses 6rgdos. Outra espécie de mixosporideo recentemente descrita parasitando peixes nas
bacias hidrograficas brasileiras € Myxobolus brycon Azevedo et al. 2011. Esse organismo foi
descrito em peixes Brycon hilarii Valenciennes, 1850 nos quais cistos causaram deformacdes
e reducdo do epitélio das branquias, causando sérios danos aos seus hospedeiros (Azevedo et
al. 2011).



1.5.1 Taxonomia e Sistematica

Os organismos do filo Myxozoa, até 1990, foram agrupados dentro do reino Protista
(classe Myxosporea Butschli, 1881) (Kent et al. 2001). Porém a confirmacdo da
multicelularidade e os estudos moleculares (sequenciamento do gene 18S rDNA) permitiram
a classificacdo do grupo como metazoarios e o posicionamento do mesmo dentro do reino
Animal. Outra caracteristica do grupo, discutida por Anderson et al. (1998), é a presenca, nos
organismos do filo Myxozoa, dos Hox genes, genes tipicos dos organismos bilaterais, o que

confirmou o posicionamento do grupo dentro do reino Animal.

Mesmo com tantos avancos nos estudos desses organismos, ainda ha controvérsias
acerca do posicionamento do filo Myxozoa dentro do reino Animal, devido a baixa
pautacidade dos caracteres morfoldgicos e a descoberta de clados altamente divergentes
(Evans et al. 2010). Alguns autores sugerem o posicionamento filogenético dos
mixosporideos dentro de cnidaria (Jiménez-Guri et al. 2007). Para esses autores, o filamento
polar, estrutura responsavel pela fixagdo do parasito no hospedeiro, seria uma homologia
morfologica aos nematocistos dos cnidarios. Porém, anlises filogenéticas moleculares através
do sequenciamento do gene 18S rDNA, posicionam o filo como um grupo irmao de todos 0s
Bilateria, ndo dentro de cnidaria como propde a hipotese anterior (Evans et al. 2010). Além
disso, as andlises ultraestruturais também suportam a natureza bilateral do grupo (Canning et
al. 2002; Okamura et al. 2002).

Atualmente, o filo Myxozoa é formado por duas classes: Myxosporea e Malacosporea.
A classe Myxosporea é dividida em duas ordens: Bivalvulida (esporos com duas valvas e de
uma a quatro capsulas polares) e a Multivalvulida (esporos com trés a sete valvas e de duas a
sete capsulas polares). A classe Malacosporea é formada por apenas uma ordem:

Malacovalvulida composta por espécies que parasitam briozoarios.

Segue a classificacdo do filo Myxozoa, originalmente proposto por Grasse (1970 apud
Feist et al. 2006) e alterado por Canning et al. (2000):
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Filo Myxozoa Grassé (1960)
Classe Myxosporea Buetschli (1881)
Ordem Bivalvulida Schulman (1959)
Subordem Platysporina Kudo (1919)
Familia Myxobolidae Thélohan (1892)
Subordem Sphaeromyxina Lom & Noble (1984)
Familia Sphaeromyxidae Lom & Noble (1984)
Subordem Variisporina Lom & Noble (1984)
Familia Alatosporidae Shulman et al. (1979)
Familia Auerbachiidae Evdokimova (1973)
Familia Ceratomyxidae Doflein (1899)
Familia Chloromyxidae Thélohan (1892)
Familia Fabesporidae Naidenova & Zaika (1969)
Familia Myxidiidae Thélohan (1892)
Familia Ortholineidae Lom & Noble (1984)
Familia Parvicapsulidae Shulman (1953)
Familia Sinuolineidae Shulman (1959)
Familia Sphaerosporidae Davis (1917)
Ordem Multivalvulida Shulman (1959)
Familia Kudoidae Meglitsch (1947)
Familia Trilosporidae Shulman (1959)
Classe Malacosporea Canning et al. (2000)
Ordem Malacovalvulida Canning et al. (2000)
Familia Saccosporidae Canning et al. (1996)

1.5.2 Patogenicidade

A importancia dos mixosporideos ndo consiste apenas na letalidade das doencas
causadas pelos mesmos, mas também pelos danos que esses organismos causam aos tecidos
dos hospedeiros infectados (Barassa & Cordeiro, 2003). Uma revisdo dos estudos desses
organismos mostra que as branquias estdo entre os érgaos mais acometidos por infeccdes de
mixosporideos, 0 que pode causar um déficit nas trocas gasosas e idnicas, comprometendo

consideravelmente a salde do animal (Roberts, 2001).

De todas as espécies descritas, 15 géneros sdo reconhecidos por incluir espécies

patogénicas (Lom & Dykova, 1995). Myxobolus cerebralis Hofer, 1903 é uma das espécies de

11



mixosporideos mais conhecidas e estudadas. Essa espécie, parasito de salmonideos da
América do Norte e Europa, pode causar declinio nas populagdes dos peixes, inclusive em
ambiente natural (Feist et al. 2006). Os plasmédios, presentes principalmente em individuos
jovens, quando alojados na capsula auditiva dos peixes, fazem com que os hospedeiros
apresentem distdrbios natatorios caracteristicos, que torna a doenca conhecida como doenga
do rodopio (whirling disease) (Pavanelli et al. 2002). Outro exemplo é o processo infeccioso
grave causado pela presenca de plasmodios de Henneguya spp. nas branquias dos peixes, que
podem levar a0 maior contato entre as lamelas secundarias ou até mesmo a fusdo das mesmas
e dificultar a troca dos gases respiratorios (Eiras, 2002; Naldoni et al. 2011). Ceratomyxa
shasta Noble, 1950 infecta o trato digestivo de peixes salmonideos da América do Norte,
causando danos severos em populacdes de peixes de pisciculturas e ambientes naturais (Lom
& Dykova, 1995).

1.6 Taxonomia molecular e filogenia

Os estudos taxondmicos tradicionais dos mixosporideos baseiam-se principalmente na
descricdo morfoldgica dos parasitos, que corresponde desde as caracteristicas dos plasmodios
e esporos (medidas e formato) quanto ao tipo de tecido e hospedeiro infectados. O problema
do uso de apenas este tipo de abordagem da-se principalmente pela baixa variabilidade

morfoldgica interespecifica contida nos esporos (Ferguson et al. 2008).

Nos ultimos anos, tem-se sugerido o sequenciamento do gene 18S rDNA como
ferramenta para a caracterizacdo das espécies de mixosporideos (Andree et al. 1999; Bahri et
al. 2003). O uso de métodos baseados na descri¢do de caracteres morfologicos é dificil para
diferenciar espécies de mixosporideos similares, com a mesma afinidade tecidual e
parasitando espécies de hospedeiros taxonomicamente préximos, tornando o uso de técnicas
de biologia molecular imprescindivel (Molnar et al. 2002). Segundo Bahri et al. (2003), em
estudos taxonémicos de mixosporideos, além das caracteristicas morfoldgicas, o
sequenciamento do gene 18S rDNA deve ser aplicado para garantir a caracterizacdo segura

das espécies.

A taxa de evolucdo é um aspecto importante para se definir qual gene deve ser usado
para estudos taxondmicos, filogenéticos e de genética de populacBes. Para o grupo de
organismos pertencentes ao filo Myxozoa, o gene 18S rDNA é o marcador mais usado em
estudos de taxonomia molecular e filogenia. Esse gene é particularmente importante para

elucidar as relagGes desse grupo pela sua alta variabilidade em espécies muito proximas (Kent
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et al. 2001). Recentemente, um estudo realizado por Fiala & Bartosova (2010), envolvendo
trés marcadores moleculares diferentes: 28S rDNA, 18S rDNA e um gene codificador de
proteinas EF-2 acrescentados por dados morfoldgicos, demonstrou que as filogenias baseadas
apenas no marcador nuclear 18S rDNA representam dados consistentes para inferir a historia

evolutiva do grupo bem como o grau de relacionamento entre 0s organismos.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo identificar, com base em caracteres morfologicos e
moleculares (sequenciamento do 18S rDNA), a fauna de parasitos do filo Myxozoa
encontrada parasitando os peixes P. costatus e P. argenteus do rio Sdo Francisco, MG e P.
lineatus do rio Mogi Guacu, SP, de forma a contribuir para 0 conhecimento da fauna de

mixosporideos parasita de peixes neotropicais.

Obijetivos Especificos
- Identificar e descrever os parasitos do filo Myxozoa presentes em cada uma das trés espécies

do género Prochilodus acima citadas;

- Comparar a fauna de mixosporideos encontrada infectando os peixes do género Prochilodus

nas duas bacias hidrograficas;
- Avaliar, mediante sequenciamento do gene 18S rDNA, a posicdo filogenética dos

mixosporideos parasitos das trés espécies de peixes do género Prochilodus, quando

comparada com espécies parasitos de outros hospedeiros e de outras regides/continentes.
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MATERIAL E METODOS
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O material e métodos referentes a este trabalho estdo inseridos nos capitulos apresentados

a seguir.
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Capitulo 1

Morfologia, ultraestrutura e analise molecular de Myxobolus sp. 1, parasito das

branquias de Prochilodus costatus do rio Sdo Francisco, Brasil.
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Resumo

Myxobolus sp. 1 foi encontrado infectando as branquias de Prochilodus costatus
Valenciennes, 1850, um peixe da familia Prochilodontidae, coletado no rio S&o Francisco,
MG, com prevaléncia de 12,5%. Os esporos do parasito apresentaram 13,36 + 0,77 um de
comprimento, 10,77 £+ 0,44 um de largura e 9,2 = 0,1 um de espessura. As capsulas polares
apresentaram tamanhos iguais e mediram 5,23 = 0,65 um de comprimento e 3,08 + 0,36 um
de largura, contendo filamentos polares variando de 9 a 10 voltas. As analises ultraestruturais
revelaram que a esporogénese de Myxobolus sp. 1 seguiu o padrdo observado para as espécies
do género Myxobolus Lom & Dykova, 1992. Foi observada que a parede do plasmodio
continha numerosas invaginacdes e protrusdes, bem como um nimero reduzido de canais de
pinocitose. Numerosas mitocondrias, células germinativas e pansporoblastos jovens foram
observados na regido periférica do plasmodio, enquanto esporos maduros foram observados
nas camadas mais profundas. Uma camada de fibrilas de colageno circundou todo o
plasmadio. As analises filogenéticas baseadas no sequenciamento parcial do gene 18S rDNA
mostraram que as espécies de Myxobolus tenderam a se agrupar de acordo com a familia dos
hospedeiros, mas, Myxobolus sp. 1, que é a primeira espécie de myxosporideo parasito de
peixes da familia Prochilodontidae cujo gene 18S rDNA foi sequenciado, aparece de maneira
ndo clara agrupado com duas espécies de Myxobolus parasitos de peixes pangasideos e

carangideos.

Palavras-chave: Myxosporea - curimba - ultraestrutura - 18S rDNA - filogenia
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Abstract

Myxobolus sp. 1 has been found to infecting the gills of Prochilodus costatus
Valenciennes, 1850, a fish from the Prochilodontidae family, found in the Sdo Francisco
River, Minas Gerais, with a prevalence of 12.5%. The parasite spores had a length of 13.36
0.77 wm, a width of 10.77 + 0.44 um and a thickness of 9.2 £ 0.1 um. The polar capsules
were of equal size with a length of 5.23 £ 0.65 um and a width of 3.08 + 0.36 um, with polar
filaments with (9-10) turns. Ultrastructural analysis revealed that sporogenesis in Myxobolus
sp. 1 followed the pattern of the other Myxobolus Lom & Dykova, 1992 species.
Ultrastructural analysis revealed the plasmodia wall had numerous invaginations and
protrusions, and few pinocytic channels. Numerous mitochondria, generative cells and young
pansporoblasts were observed in the peripherical areal of the plasmodia, and mature spores
were observed in the deeper layer. A layer of collagenic fibrils surrounded the plasmodia.
Phylogenetic analysis based on partial 18S rDNA sequencing shows that Myxobolus spp.
grouped together according to host family, but Myxobolus sp. 1, the first myxosporean
parasite of fish of the Prochilodontidae family whose 18S rDNA gene has been sequenced,
shows unclear clustering, grouping with two species of Myxobolus parasites of pangasid and

carangid fishes.

Keywords: Myxosporea - curimba - ultrastructure - 18S rDNA - phylogeny

27



Introducéo

O filo Myxozoa é composto por aproximadamente 2.300 espécies descritas em todo o
mundo (Azevedo et al. 2009). Sua diversidade ainda é subestimada comparada com a
diversidade da ictiofauna, especialmente da regido Neotropical (Naldoni et al. 2011). Na
América do Sul sdo conhecidas aproximadamente 63 espécies de Myxobolus e Henneguya,
sendo 30 do género Myxobolus (Azevedo et al. 2010). Novas espécies de myxosporideos
estdo sendo descritas frequentemente, especialmente no Brasil (Azevedo et al. 2009).

Myxozoa € um grupo muito complexo e, embora seja atualmente um dos grupos de
parasitos de peixes mais estudados, existem alguns desafios a respeito do conhecimento de
aspectos do ciclo de vida, evolugéo e diversidade desses organismos (Morris, 2010; Naldoni et
al. 2011; Nesnidal et al. 2013).

Entre os géneros da classe Myxosporea, Myxobolus € 0 mais especioso, composto por
cerca de 800 espécies (Lom & Dykova, 2006; Cech et al. 2012). No passado, a identificacdo
de mixosporideos e/ou descricdo de novas espécies eram baseadas principalmente na
morfologia dos esporos, e também nas caracteristicas dos plasmaédios, sitio de infeccdo e
espécie de hospedeiro (Lom & Arthur, 1989). De acordo com Molnér et al. (2002), o uso
desse método de classificacdo classico é muito dificil para validar espécies morfologicamente
muito similares, com afinidade para o0 mesmo tecido e cujo desenvolvimento ocorre em
hospedeiros taxonomicamente proximos, tornando o uso das técnicas de biologia molecular

substancialmente importante.

Desta forma, Bahri et al. (2003) sugeriram que em descri¢des de espécies de Myxobolus,
alem de uma cuidadosa descricdo das caracteristicas dos esporos, o emprego do
sequenciamento do gene 18S rDNA pode ser Util em situacbes em que as caracteristicas
morfoldgicas sdo confusas ou ndo garantem a caracterizacdo de novas espécies. Atualmente, o
sequenciamento do gene 18S rDNA além de ajudar na discriminacdo de espécies de
mixosporideos morfologicamente muito similares (Adriano et al. 2012; Cech et al. 2012),
também tem sido empregado em estudos filogenéticos desses parasitos (Fiala, 2006; Ferguson
et al. 2008; Milanin et al. 2010; Adriano et al. 2012; Carriero et al. no prelo).

A espécie de peixe Prochilodus costatus Valenciennes, 1850 conhecida popularmente
como curimba ou curimbata é endémica da bacia hidrogréafica do rio S&o Francisco. E um
peixe grande, podendo pesar até 6 kg, realiza migracdes a longas distancias e tem habito

alimentar iliofago. Além disso, o curimbata tem grande valor econdmico para as populactes
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locais (Sato & Godinho, 2004). Embora P. costatus seja uma espécie bem conhecida e

estudada, ndo h& relatos na literatura de estudos envolvendo a fauna de parasitos do filo

Myxozoa nesta espécie de peixe.

Este artigo descreve, baseado na morfologia, ultraestrutura e sequenciamento do gene

18S rDNA, uma nova espécie de Myxobolus encontrada parasitando os filamentos branquiais

de exemplares de P. costatus coletados no rio Séo Francisco, MG, Brasil.

Material e Métodos

Dezesseis espécimes adultos de P. costatus foram coletados no rio Sdo Francisco, no
municipio de Pirapora, Minas Gerais, Brasil (17°12°75”’S, 44°50195”’W) em dezembro de

2011 (Figuras 1, 2).
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Figura 1: Mapa da bacia

do rio Sdo Francisco. Disponivel

http//www.sfrancisco.bio.br. Regido de coleta (seta vermelha).
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Figura 2: Fotografias do local de coleta: A: rio Sdo Francisco, Pirapora, Minas Gerais. B:
tanque rede, no rio, para armazenar 0s peixes apds a coleta. Fotos da autora.

Imediatamente apds a captura, 0s peixes ainda vivos, foram transportados para o
laboratério de campo, onde foram eutanasiados por dosagem excessiva de benzocaina, em
seguida medidos e necropsiados. Esta metodologia foi aprovada pelo comité de ética em
pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo (CEP: 0128/12) e esta de acordo com as leis
brasileiras (Lei Federal n® 11.794, de 8 de Outubro de 2008 e Decreto Federal n° 6899 de 15
de Julho de 2009).

Os esporos foram fotografados e medidos a partir de preparacdes a fresco, sem contraste
em microscopio de luz Leica DM 1000 equipado com software Leica Application Suite
versdo 1.6.1. As medidas de 28 esporos foram expressas como a media + o desvio padréo

(DP) de acordo com os padrdes estabelecidos por Lom & Arthur (1989).

Para a microscopia eletronica de transmissdo (analises ultraestruturais), as amostras
foram fixadas em glutaraldeido 2.5% diluido em 0.1M Cacodilato de sodio (pH 7.4) por 12
horas, lavadas em solucdo glucose-salina por 2 horas e pds-fixadas em OsO,, Todas as etapas
foram processadas em uma temperatura fixa de 4°C. Por fim, as amostras foram desidratadas
em concentracdes aumentadas de acetona e embebidas em ensina Embed 812. Cortes
ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e analisados em um

microscopio de transmissdo LEO 906 (Adriano et al. 2006).

Para as analises moleculares, os cistos foram fixados em etanol absoluto Merck®. Para a
extracdo do DNA dos esporos foi utilizado “DNeasy Blood & Tissue Kit” (Qiagen,
California, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. O produto foi quantificado em um

espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, NSW, Australia) a 260 nm.
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A reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada com o uso dos seguintes pares de
primers (Tabela 1):

Tabela 1: Lista dos primers utilizados na amplificacdo e no sequenciamento do gene 18S rDNA para a
espécie estudada.

Primers Sequéncias Referéncias

Erib 1 (forward) 5’-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3’ Barta et al. (1997)

Actlr (reverse) 5’-AATTTCACCTCTCGCTGCCA-3’ Hallett & Diamant (2001)
Myxgen4f (forward) 5’-GTGCCTTGAATAAATCAGAG-3’ Diamant et al. (2004)
Erib10 (forward) 5’-CTTCCGCAGGTTCACCTACGG-3’ Barta et al. (1997)

MCS5 (forward) 5’-CCTGAGAAACGGCTACCACATCCA-3’ Molnér et al. (2002)
MC3 (reverse) 5’-GATTAGCCTGACAGATCACTCCACGA-3"  Molnér et al. (2002)

A PCR foi processada em uma reagdo com volume final de 25 uL: 2 ul do DNA
extraido (10-50ng/uL), 0,25 ul de Tag DNA Polimerase 5U/ul (Invitrogen By Life
Technologies, MD, EUA), 0,50 ul de dNTPs (10mM) (Invitrogen By Life Technologies,
MD, USA), 0,50 ul de cada primer (10pmol), 2,5 ul de 10x Tag DNA Polimerase buffer
(Invitrogen By Life Technologies, MD, EUA), 1,25 uL de MgCl, (1.5mM) (Invitrogen By
Life Technologies, MD, EUA) e 17,5 pl de 4gua ultrapura MilliQ®.

A reacdo de PCR foi processada em um aparelho termociclador “AG 22331 Hamburg”
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Uma etapa inicial de denaturacdo a 95°C por 5 minutos foi
processada para entdo serem realizados 35 ciclos de denaturacdo a 95°C por 60 segundos,
anelamento a 58°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 120 segundos, seguido por uma
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Uma reacao de controle foi processada de forma a checar
uma possivel contaminacdo. Os fragmentos obtidos foram analisados via gel de agarose 1%
Tris-Borato-EDTA (0.045M Tris-Borato, 0.001M EDTA, pH 8.0) corado com brometo de
etidio e analisado em um transluminador FLA-30000 (Fuji Photo Film, Téquio, Japdo). Os
tamanhos dos fragmentos obtidos foram estimados pela comparacdo com o padrdo “1kp Plus
DNA Ladder” (Invitrogen By Life Technologies, MD, EUA). Os produtos da PCR foram
purificados com “QIAquick PCR Purification Kit” (QIAGEN, CA, EUA) conforme as
instrucdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando o BigDye® 102

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) em um
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ABI3730 DNA 103 Analyzer (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) usando 0s mesmos

primers.

A confirmacdo de que a sequéncia obtida correspondia ao grupo de interesse foi feita
utilizando a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1997).
A sequéncia parcial do gene 18S rDNA obtida da espécie Myxobolus sp. 1 mais as demais
sequéncias de Myxobolus em que a mesma foi comparada foram visualizadas, editadas e
alinhadas no software BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 1999), usando o algoritmo ClustalW (Thompson,
1994) inserido nesse programa e as configuracfes padrdo. Para sequéncias curtas, 0s
nucleotideos indisponiveis foram tratados como missing data e 0s gaps tratados como um

quinto caracter estado.

A sequéncia da espécie de Myxobolus alvo do presente estudo foi comparada com
sequéncias de todas as espécies do género Myxobolus disponiveis no banco de dados
GenBank, de modo a verificar o seu posicionamento filogenético perante as demais espécies
do género disponiveis nesse banco de dados. Para as espécies de parasitos cujos hospedeiros
pertencem a regido da Eurasia, foram usadas somente as sequéncias de espécies de Myxobolus

consideradas validas pelo autor (Molnar, 2011).

Para a analise de Maxima Verossimilhanca o melhor ajuste evolutivo de substituicdo
dos nucleotideos foi determinado usando o software jModeltest 0.1 (Posada, 2008), que
selecionou 0 modelo general time reversible (GTR+I+G). As frequéncias de nucleotideos
estimadas a partir dos dados foram: (A = 0,2377, C = 0,1903, G = 0,2794, T = 0,2927); as
taxas de substituicdo dos nucleotideos [AC] = 1,1785, [AG] = 3,3027, [AT] = 1,6337, [CG] =
0,5766, [CT] = 4,1914, [GT] = 1,0000; proporcdo dos sitios invaridveis = 0,1450 e a
distribuicdo gama = 0,5310.

A anélise de Maxima Mfoi processada no software PhyML 3.0 (Guindon & Gascuel,
2003) com os valores de bootstrap calculados usando 1000 réplicas. O grupo interno foi
composto por 97 espécies. Ceratomyxa shasta (AF001579) e Ceratomyxa seriolae
(AB530265) foram usadas como grupo externo desta analise. As arvores obtidas foram
visualizadas usando FigTree 1.3.1 (Rambout, 2008) e editadas no Adobe Photoshop (Adobe
Systems Inc., Califérnia, EUA). Os dados das familias dos peixes hospedeiros usados nas

andlises filogenéticas foram obtidos no site FishBase (Froese & Pauly, 2013).
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Resultados

Dos 16 espécimes de P. costatus examinados, dois (12.5%) apresentaram, nas

branquias, plasmodios de uma espécie de parasito do género Myxobolus ainda ndo descrita.

Descrigdo - Plasmodios brancos com formato arredondado a oval e medindo no maximo
1 mm. Os esporos maduros apresentaram formato arredondado a oval na visdo frontal e

biconvexo, na visdo lateral e foram compostos por duas valvas similares (Figuras 3A e B).

Os esporos mediram 13,36 + 0,77 um de comprimento, 10,77 £ 0,44 um de largura e
9,2 £ 0,1 um de espessura. Valvas lisas e as capsulas polares alongadas e de tamanho igual,
medindo 5,23 £ 0,65 um de comprimento e 3,08 = 0,36 um de largura com filamentos polares
com 9 a 10 voltas arranjados perpendicularmente ao eixo longitudinal das capsulas. Os

esporos apresentam dois pequenos esporoplasmas binucleados (Figura 3B).

As analises ultraestruturais de Myxobolus sp. 1 revelaram que a parede do plasmédio
apresentava contorno irregular, contendo numerosas invaginagdes, protrusdes e poucos canais
de pinocitose. Uma camada de fibrilas de coldgeno com cerca de 4 um de largura circundou

todo o plasmodio (Figuras 4 e 5).

Abaixo da camada do ectoplasma pode-se observar a ocorréncia de numerosas
mitocéndrias, células generativas, pansporoblastos em diferentes estagios de desenvolvimento
e esporos imaturos. Esporos maduros foram observados nas camadas mais profundas do

plasmadio (Figura 6).

O sequenciamento do gene 18S rDNA dos esporos de Myxobolus sp. 1 resultou em uma
sequéncia parcial de 1240pb. Esta sequéncia ndo correspondeu a nenhuma outra sequéncia de

Myxozoa disponivel no site GenBank de acordo com um levantamento realisado no BLASTn.

Anélise filogenética usando o método de Maxima Verossimilhanca mostrou que as
espécies de Myxobolus se agruparam em duas linhagens distintas. Um clado menor composto
por M. omari, M. acanthogobii e Myxobolus sp. 1. O clado maior, que esta subdividido em
varios subclados, é composto pelas outras espécies de Myxobolus (Figura 7).

Hospedeiro tipo - Prochilodus costatus Valenciennes, 1850, Actinopterygii:
Characiformes: Prochilodontidae, popularmente conhecido como curimba ou curimbata.

Sitio de infeccdo - Plasmédios foram encontrados nos filamentos branquiais.

Prevaléncia da infeccdo - dois dos 16 P. costatus examinados estavam infectados
(12,5%).
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Localidade tipo - rio Sdo Francisco (17°12°75S, 44°50°95”W), Minas Gerais, Brasil.

i

Figura 3: A: Fotomicrografia de luz (1.000 vezes) de esporos de Myxobolus sp. 1,
encontrado nas branquias de Prochilodus costatus. Barra de escala: 10 um. B: desenho
esquematico de um esporo de Myxobolus sp. 1. Barra de escala: 5 pm.

s I

Prochilodus costatus. A: interface parasito-hospedeiro (seta preta) mostrando: no
plasmédio (P), o ectoplasma (ec), mitocondrias (m), células germinativas (cg),
pansporoblastos (ps) em diferentes estagios de desenvolvimento e esporos maduros (em).
No hospedeiro (H), observa-se uma fina camada de fibrilas de colageno (f) circundando o
plasmédio e vasos sanguineos da lamela branquial (vs) com eritrocitos (e). Barra de
escala: 10 um. B: visdo ampliada da interface parasito-hospedeiro mostrando a periferia do
plasmédio (P) com mitocondrias (m) abaixo da camada do ectoplasma (ec), parede do
plasmédio com uma Unica membrana (seta preta) em contato com as fibrilas de colageno
(f) do hospedeiro, fibroblasto (fb) e ndcleos dos fibroblastos (n). Escala: 5 um. C: detalhe
de um processo de mitose (seta preta) de uma célula esporogénica (ce) dentro do envelope
celular (ec), n: nlcleos. Barra de escala: 2 um.
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Figura 5: Fotomicrografia eletronica da interface parasito-hospedeiro de Myxobolus sp. 1 encontrado
nas branquias de Prochilodus costatus. A: sec¢do transversal dos canais de pinocitose (setas brancas) no
ectoplasma do plasmaédio (ec), invaginagdes da parede plasmodial para o ectoplasma (seta preta) e
projecOes (setas largas) para a camada das fibrilas de colageno (linha preta). Barra de escala: 2 um. B:
observam-se canais de pinocitose (setas brancas) no ectoplasma plasmodial (ec), membrana do
plasmédio formada por uma Gnica membrana (setas pretas), fibrilas de colageno (fc) e parte de uma
mitocondria (m). Barra de escala: 2,5 um.

Figura 6: Fotomicrografia eletrénica de Myxobolus sp. 1 encontrado nas branquias de Prochilodus
costatus. A: pansporoblasto com dois esporos imaturos (ei). Observe as capsulas polares (cp),
filamentos polares (fp), cortes das capsulas polares e esporoplama (ep) com numerosos
esporoplasmossomos escuros (setas pretas) e material formador da valva (mv). Barra de escala: 5 pum.
B: pansporoblasto em avancado estagio de desenvolvimento mostrando dois esporos imaturos (ei).
Observe as capsulas polares (cp) com os filamentos polares j& interiorizados (setas pretas),
esporoplasmossomos (setas brancas) e o ponto de juncao das valvas (seta branca vazia). Barra de escala:

5 um.
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Myxobolus cordeiroi F7827757 Pimelodidae
Myxobolus JN252487
100~ Myxobolus martini AF 186836
Myxobolus rotundus FJ851446
Myxobolus siddali AF 186840
“— Myxobolus smithi AF186841
Myxobolus shantungensis HM440155
Myxobolus encephalicus JQ801549
Myxobolus nielli JQ690358
Myxobolus hearti GU574808
Myxobolus basilamellaris AF507971
Myxobolus musseliusae FJ710801
Myxobolus tauricus JQ388897
Myxobolus paviovskii HM991164
Myxobolus cyprinicolaDQ439805
Myxobolus dispar AF507972
Myxobolus bliccae HM138771
Myxobolus muelleri AY129314
Myxobolus bramae AF507968
' Myxobolus summervillaeGU968202 Cyprinidae
Myxobolus susanlimae EU598805
Myxobolus margitae EU598803
s1- Myxobolus feisti IN252487
Myxobolus macrocapsularis FJ716095
Myxobolus algonquinensis AF378335
Myxobolus caudatus JQ388889
Myxobolus squamae JQ388894
Myxobolus rutiliGU968201
Myxobolus erythrophthalmiEU567311
] Myxobolus shaharomaeEU567312
91 Myxobolus alburniEU567313
Myxobolus wooteniDQ231157
Myxobolus fundamentalisGU968200
Myxobolus gayerae DQ439809
Myxobolus diversicapsularis GU968199
Myxobolus muellericus DQ439808
Myxobolus parviformisAY836151
Myxobolus bibullatus AF378336 Catastomidae
Myxobolus leptobarbi EU643623
Myxobolus pseudodispar AF466655
Myxobolus terengganuensisEU643629
Myxobolus musculiJQ388893
Myxobolus cyprinicolaDQ439805
Myxobolus artusFJ710799
Myxobolus stanliDQ779996
Myxobolus bartai AF186835
— Myxobolus dykovae EU643627
Myxobolus koiFJ841887
Myxobolus toyamaiFJ710802
19, Myxobolus ampullicapsulatus HM188545
I MMy)zol;olus hlcmghuensisJF340216
itor Myxobolus wuliiHQ613412 st
bisd - Myxobolus carassiDQ452012 Cyprlnldae
Myxobolus pyramidis HQ613411
100y Myxobolus pendula AF378340
Myxobolus pellicides AF378339
¥ Myxobolus csabaiEU643628
108 Myxobolus tasikkenyirensis EU643626

Myxobolus pseudokoi AF186839
‘{ E Myxobolus intimus JN252486

78]

73]

2

g

81~ Myxobolus obesus AY325286
74- Myxobolus hungaricus AF448444
100] =

“— Myxobolus bilobus DQ008579
Myxobolus branquialis JQ388887
36— Myxobolus tramboides JX028263
100— Myxobolus squamalis JX910362
Myxobolus cerebralisEF370481
L Myxobolus neurobius AB469986
3 Myxobolus arcticus AB469992 i
A{yxobolus neurotropusDQ846661 Salmonidae
Myxobolus kisutchi AB469988
Myxobolus fryeriEU346370
o7l Myxobolus insidiosusEU346377
Myxobolus xiaoi AF 186843 .
Myxobolus cultus HQ613409 Cyprinidae
L Myxobolus lentisuturalis AY119688 X
Myxobolus nagaraensis AB274667 Eobldas
Myxobolus portucalensis AF085182 n?UIIII ae
Myxobolus procerus AY665296 ercopsidae
| Myxobolus diaphanus AY950664 Fundulidae
Myxobolus neurophilusFJ468489 Percidae
Myxobo//us splt;r}(aczluvatura AF378341
Myxobolus ichkeulensis AF378337 .
Myxo}l;olus bizertiAY129318 Mugilidae
Myxobolus episquamalis JF810537
Myxobolus oliveiraiHM754633 B ryconidae
Myxobolus pangasiiFJ816270 :
M{xobﬂus hakyi FJ816269 PaTgasu:%e
F— — xobolus machidai AB693054 egnatidae
= z Myxobolus albiJF776164 §ppr| idae
\—ﬂLﬁEMyxobolus sandraeItEU346379 Zrcidae
10 Myxobolus inornatusJN896706 .
Myxobolus osbourniAF378338 Centrarphldae
Mysxobolus acanthogobii AY541585 Carangidae
_ﬂ@mbolus sp.1 Prochilodontidae
Myxobolus omariEU643624 Pangasidae
Ceratomyxa seriolae AB530265

Ceratomyxa shastaAF001579

04

Figura 7: Arvore de Méaxima Verossimilhanga (MV) mostrando a relago entre Myxobolus sp. 1
e outras espécies de Myxobolus baseada na sequéncia do gene 18S rDNA. Os numeros de acesso
no GenBank sdo dados apds os nomes das espécies. Nimeros acima dos nodos indicam o valor

de confianca de bootstrap a 1.000 réplicas. Os tracos indicam valores de bootstrap inferiores a
50%.
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Discussao

Myxobolus sp. 1 foi comparada morfologicamente com todas as outras espécies de
Myxobolus parasitos de peixes da América do Sul (Azevedo et al. 2009; 2010; 2011; 2012;
Eiras et al. 2010; Milanin et al. 2010). Das 33 espécies de Myxobolus conhecidas para este
continente, duas j& foram descritas infectando peixes do género Prochilodus: Myxobolus
porofilus Adriano et al. 2002, encontrado infectando a cavidade visceral de exemplares de P.
lineatus oriundos de pisciculturas do Estado de S&o Paulo e o arco branquial, nadadeiras e
parede intestinal da mesma espécie de peixe em ambiente natural no Pantanal Matogrossense
(Adriano et al. 2004), ambos relatados na bacia do Prata e Myxobolus franciscoi Eiras et al.
2010 encontrado infectando nadadeiras de exemplares de P. argenteus coletados no rio S&o
Francisco. Entretanto, estas duas espécies de Myxobolus diferem da espécie deste estudo em
relagdo ao sitio de infecgéo e, principalmente, pelos distintos tamanhos dos esporos, tendo M.
porofilus 5,7 x 4,8 um and M. franciscoi 6,4 x 6,0 um enquanto Myxobolus sp. 1 tem 13,36 x
10,77 pm.

Em relacdo as espécies de Myxobolus parasitos de outros peixes sul americanos,
Myxobolus insignis Eiras et al. 2005, parasito das branquias do peixe amazo6nico
Semaprochilodus insignis Jardine & Schomburgk, 1941, tambem da familia Prochilodontidae,
foi a espécie morfologicamente mais similar a Myxobolus sp. 1. Ambas infectam as branquias,
tem esporos arredondados e com medidas similares a espécie deste estudo. Porém, os esporos
de Myxobolus sp. 1 diferem em relacdo a espessura (9,2 um) e nimero de voltas dos
filamentos polares (9-10 voltas), enquanto em M. insignis a espessura é de 7,8 um e apenas 6
voltas. Apesar das duas espécies de parasitas ocorrerem em peixes da familia
Prochilodontidae, o fato de infectarem peixes de bacias hidrogréficas distintas e relativamente
distantes também, além da diferenca morfométrica dos esporos, € um indicio forte para
afirmarmos que, embora sejam morfologicamente similares, correspondem a espécies

distintas.

As andlises ultraestruturais de Myxobolus sp. 1 mostraram que a esporogénese da
espécie descrita neste trabalho segue o padrao geral de outras espécies de Myxobolus (Casal et
al. 2002; Adriano et al. 2006), em gque 0s estagios iniciais do desenvolvimento dos esporos
ocorrem proximo a periferia do plasmoédio, préoximo a parede plasmodial, e 0s esporos

maduros e esporoblastos ocorrem mais ao centro dessa estrutura (Hallet & Diamant, 2001).
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A parede do plasmddio apresenta sistemas de transporte que 0s suprem com 0S
nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos esporos (Hallett & Diamant, 2001; El-
Mansy & Bashtar, 2002). No plasmddio de Myxobolus sp. 1 foi observada a ocorréncia de
poucos canais de pinocitose. Contudo, além dos canais de pinocitose, o plasmddio tem
numerosas invaginagdes e projecdes na sua parede, que podem ser compreendidas como um
mecanismo de expansdo da area de contato do parasito com o tecido do hospedeiro,

aumentando a capacidade de absorver nutrientes.

Na Ultima década do século 20, os estudos taxon6micos de mixosporideos eram
principalmente baseados nas caracteristicas dos esporos e plasmodios, sitio de infeccdo e
espécie do hospedeiro (Ferguson et al. 2008). Contudo, nos recentes anos tem sido
intensificado o0 uso do sequenciamento do gene 18S rDNA como um dado adicional na
caracterizacdo, bem como nas analises filogenéticas destes parasitos (Kent et al. 2001; Bahri
et al. 2003; Fiala, 2006; Naldoni et al. 2011; Ye et al. 2012; Carriero et al. no prelo).
Tentativas de estudos moleculares e filogenéticos de mixosporideos sul americanos séo muito
recentes (Adriano et al. 2009; Milanin et al. 2010; Naldoni et al. 2011; Azevedo et al. 2012;
Carriero et al. no prelo), com poucos dados moleculares disponiveis para as espécies dessa
regiao.

Vaérios estudos filogenéticos tem apontado para a tendéncia dos mixosporideos de
agruparem de acordo com a familia e/ou ordem dos hospedeiros, mostrando ser este um forte
sinal de coevolucdo (Fiala, 2006; Ferguson et al. 2008; Naldoni et al. 2011; Adriano et al.
2012; Carriero et al. no prelo). Isto foi igualmente evidenciado neste estudo, que focou apenas
nas espécies do género Myxobolus. Nossa arvore filogenética mostrou um grande clado
composto basicamente por espécies de Myxobolus parasitos de peixes ciprinideos, um clado
menor agrupando parasitos de peixes salmonideos e um clado agrupando Myxobolus parasitos
de diferentes familias de hospedeiros. Neste clado, ainda que se observem nimeros restritos
de espécies parasitos de cada uma das familias de hospedeiro, (em muitos casos ha apenas
uma espécie de Myxobolus para uma determinada familia de peixe), ha influéncia do
hospedeiro na formacdo de subclados, como visto no clado composto por espécies parasitos

de mugilideos, pangasideos e centrachideos.

O fato de Myxobolus sp. 1 se agrupar juntamente com Myxobolus omari (Szekely et al.
2009), parasito de um hospedeiro pangasideo e Myxobolus acanthogobii (Yokoyama et al.
2004), parasito de um peixe carangideo, pode ser justificado por ser esta a primeira sequéncia

de um mixosporideo parasito de peixes da familia Prochilodontidae.
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Capitulo 1l

Caracterizacdo molecular de Myxobolus porofilus e Myxobolus cf. franciscoi parasitos de

peixes do género Prochilodus nos rios Mogi Guacu, SP e Sdo Francisco, MG.
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Resumo

Myxobolus porofilus Adriano et al. 2002 foi descrito infectando a cavidade visceral do
peixe Prochilodus lineatus Valenciennes, 1829 no rio Mogi Guagu, SP. Posteriormente,
Myxobolus franciscoi Eiras et al. 2010, uma espécie morfologicamente muito similar a M.
porofilus, foi descrita infectando as nadadeiras de Prochilodus argenteus Agassiz, 1829 no rio
Séo Francisco, MG. Como em ambos os estudos apenas a descricdo morfoldgica foi realizada,
decidimos sequenciar o gene 18S rDNA e avaliar a validade destas duas espécies. Para este
estudo, foram examinados exemplares de Prochilodus spp. oriundos dos rios S&o Francisco,
MG e Mogi Guacu, SP. Plasmodios contendo esporos caracteristicos do género Myxobolus
foram encontrados no ceco gastrico e nadadeiras de exemplares de P. costatus oriundos do rio
S&o Francisco e nas nadadeiras de P. lineatus do rio Mogi Guagu. As analises morfologicas
permitiram identificar como sendo de M. cf. franciscoi e M. porofilus os plasmodios
encontrados nestes respectivos hospedeiros. A analise de similaridade processada no
programa MEGA 5.0 mostrou que as sequéncias das duas espécies apresentaram 5% de
diferenca, com um total de 57pb diferentes. A analise filogenética de Maxima
Verossimilhanca utilizando sequéncias parciais do gene 18S rDNA para espécies de
Myxobolus spp. e Henneguya spp., mostrou um agrupamento parafilético em que as espécies
de parasitos se agrupam de acordo com a familia de hospedeiros. M. porofilus e M. cf.
franciscoi formaram, junto com Myxobolus sp. 1, um clado formado apenas por parasitos de
peixes prochilodontideos. Este estudo corrobora o estudo de Eiras et al. (2010), que M. cf.

franciscoi e M. porofilus séo espécies distintas.

Palavras-chave: Myxozoa - Myxobolus - 18S rDNA - Prochilodontidae - filogenia
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Abstract

Myxobolus porofilus Adriano et al. 2002 was described infecting the visceral cavity of
Prochilodus lineatus Valenciennes, 1829 fish from the Mogi Guagu River (SP). Subsequently,
Myxobolus franciscoi Eiras et al. 2010 a species morphologically very similar to M. porofilus
was described infecting the fins of Prochilodus argenteus Agassiz, 1829 from the S&o
Francisco River, Brazil. In both studies only a morphological description was performed.
Therefore, it was decided to perform 18S rDNA gene sequencing to evaluate these two
species. In the present study, specimens of Prochilodus spp. taken from the S&o Francisco
(MG) and Mogi Guagu (SP) Rivers were examined. Plasmodia containing spores
characteristic of the Myxobolus genus were found in the cecum gastric and fins of specimens
of P. costatus taken from the S&o Francisco River and the fins of P. lineatus from the Mogi
Guacu River. Morphological analysis identified the plasmodia found in these respective hosts
as M. cf. franciscoi and M. porofilus. Similarity analysis performed using MEGA 5.0 showed
that the sequences of the two species are 5% different, with a difference total of 57pb.
Maximum likelihood phylogenetic analysis using the 18S rDNA gene for species of
Myxobolus spp. and Henneguya spp. showed paraphyletic clustering in which parasite species
are grouped according to host family. M. porofilus and M. cf. franciscoi formed, together with
Myxobolus sp. 1, a clade comprised solely of parasites of Prochilodontidae. The present study
corroborates the study by Eiras et al. (2010), which found that M. cf. franciscoi and M.

porofilus are distinct species.

Keywords: Myxozoa - Myxobolus - 18S rDNA - Prochilodontidae - phylogeny
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Introducéo

Mixosporideos sdo endoparasitos obrigatérios de animais vertebrados e invertebrados
(Békési et al. 2002). Nas poucas espécies em que o ciclo de vida ja foi elucidado, pode-se
observar dois estagios, o estadgio mixosporo, que infecta os hospedeiros vertebrados (anfibios,
répteis, aves, mamiferos e principalmente peixes) (Bartholomew et al. 2008) e o estagio
actinosporo, que ocorre nos anelideos, hospedeiros invertebrados (Békési et al. 2002).

Myxobolus Butschli, 1882 € o género mais especioso dentro da classe Myxosporea, com
ampla distribuicdo geografica, infectando peixes nas diferentes regiées do planeta (Eiras et al.
2007). Séo reconhecidas aproximadamente 800 espécies em todo 0 mundo, com muitas outras
sendo descritas constantemente, inclusive na América do Sul (Eiras et al. 2005; Lom &
Dykova, 2006).

Os esporos de Myxobolus spp. tem caracteristicas muito similares, o que torna complexa
a descricdo das espécies baseada somente na morfologia (Molnar et al. 2002; Bahri et al.
2003; Zhao et al. 2008; 2009). Atualmente, a combinacao de dados genéticos, morfolégicos e
ecolégicos (como localizagdo geogréfica, especificidade parasito-hospedeiro), tem sido
empregada para uma discriminacdo taxondmica mais acurada dos organismos desse grupo
(Adlard & Gleeson, 2011).

Dados moleculares tem permitido o avanco de nossa compreensao sobre mixosporideos
(Adlard & Gleeson, 2011) e atualmente um grande esforco tem sido realizado para o
sequenciamento das espécies recentemente descritas. As técnicas de sistematica molecular
também tem se tornado uma ferramenta importante em estudos taxondmicos e filogenéticos
destes parasitos (Zhao et al. 2008).

Para o filo Myxozoa, o gene 18S rDNA tem sido o marcador mais empregado para a
identificacdo dos organismos e recentes estudos mostram que este gene também é efetivo para
inferir as relacGes filogenéticas do grupo e entre os individuos (Fiala & Bartosova, 2010).
Este marcador é particularmente Gtil pela sua alta variacdo entre espécies proximas (Kent et
al. 2001).

Eiras et al. (2010) descreveram Myxobolus franciscoi infectando o tecido conjuntivo das
nadadeiras de exemplares de Prochilodus argenteus Valenciennes, 1850 coletados na bacia do
rio Sdo Francisco, MG. Neste mesmo estudo, 0S autores compararam esta espécie com

Myxobolus porofilus Adriano et al. 2002 na cavidade visceral de Prochilodus lineatus
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Valenciennes, 1836 em viveiros de piscicultura do Centro Nacional de Pesquisa e

Conservacao de Peixes Continentais - CEPTA/ICMBIo, Pirassununga, SP.

Apesar da grande semelhanca morfoldgica entre os esporos de M. franciscoi e M.
porofilus e por infectarem peixes filogeneticamente muito proximos, ambos do género
Prochilodus, Eiras et al. (2010) propuseram a criacdo do novo taxon. Para tanto, estes autores
basearam-se na pequena diferenga observada no tamanho dos esporos e das capsulas polares,
no fato de infectarem 6rgdos distintos e por ocorrerem em bacias hidrograficas diferentes.

Este estudo teve por objetivo realizar o sequenciamento do gene 18S rDNA de M.
franciscoi e M. porofilus de maneira a avaliar a validade das duas espécies.

Material e Métodos

Foram coletados 16 espécimes adultos de P. costatus e 30 de P. argenteus no rio Sao
Francisco, municipio de Pirapora, Minas Gerais, Brasil (17°12'75"S, 44°50’95"W) em
dezembro de 2011 e 2012 e 26 exemplares adultos de P. lineatus no rio Mogi Guagu,
municipio de Pirassununga, Séo Paulo, Brasil (21°55'37"S, 47°22'03"W) em agosto de 2012 ¢
fevereiro de 2013.

Os peixes capturados foram eutanasiados por dose excessiva de cloridrato de lidocaina,
em seguida medidos e necropsiados (metodologia aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Sdo Paulo - CEP: 0128/12). Tecidos e 6rgdos contendo cistos dos
parasitos foram preservados em etanol absoluto Merck® para as futuras analises moleculares.
No laboratorio, os esporos frescos foram fotografados e as medidas de 28 esporos foram feitas
conforme estabelecido por Lom & Arthur (1989), em um microscopio de luz Leica DM 1000,
equipado com um software de captura e medida de imagens Leica Application Suite version
1.6.0.

Para as analises moleculares, “DNeasy Blood & Tissue Kit" (QIAGEN, CA, EUA) foi
utilizado para a extracdo do DNA das espécies estudadas, segundo as instrucdes do fabricante.
A quantificacdo do DNA extraido foi feita em gel de agarose 2% pela compara¢do com o
padrao de quantificagdo de bandas “Low Mass” (Invitrogen By Life Technologies, MD,
EUA).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi processada com o uso dos iniciadores
(primers) descritos na Tabela 1, de maneira a amplificar fragmentos de aproximadamente

2.100pb. A PCR foi realizada com um volume final de 25 puL: 2 ul do DNA extraido (10-
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50ng/uL), 0,25 ul de Tag DNA Polimerase 5U/ul (Invitrogen By Life Technologies, MD,
USA), 0,50 ul de dNTPs (10mM) (Invitrogen By Life Technologies, MD, USA), 0,50 nl de
cada iniciador (10pmol), 2,5 pl of 10x Taqg DNA Polimerase buffer (Invitrogen By Life
Technologies, MD, USA), 1,25 uL de MgCl, (1.5mM) (Invitrogen By Life Technologies,
MD, USA\) e 17,5 pl de 4gua ultra pura MilliQ®.

A reacdo foi processada em um termociclador “ABI Veriti® Thermal Cycler” (Applied
Biosystems, CA, EUA). Uma etapa inicial de denaturacdo foi realizada a 95°C por 60 s,
anelamento a 58°C por 60 s e extensdo a 72°C por 120 s, seguido por uma etapa final de
extensdo a 72°C for 5 min. Os fragmentos obtidos foram comparados com o padrdo “1kb Plus
DNA Ladder” (Invitrogen By Life Technologies, MD, EUA) em eletroforese de gel de
agarose com o tampdo Tris-Borato-EDTA (0.045M Tris-borate, 0.001M EDTA, pH 8.0)
corados com GelRed®, analisados em um transluminador “DNR - MiniBis Pro”. Os produtos
da PCR foram purificados em “QIAquick PCR Purification Kit” (QIAGEN, CA, EUA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado usando BigDye® 102
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, CA, EUA) em “ABI 3730 DNA
103 Analyzer” (Applied Biosystems, CA, EUA) usando os mesmos primers.

Tabela 1: Lista dos primers utilizados na amplificacdo e no sequenciamento do gene 18S rDNA das
espécies estudadas.

Primers Sequéncias Referéncias

Erib 1 (forward) 5’-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3’ Barta et al. (1997)

Actlr (reverse) 5’-AATTTCACCTCTCGCTGCCA-3’ Hallett & Diamant (2001)
Myxgen4f (forward) 5’-GTGCCTTGAATAAATCAGAG-3’ Diamant et al. (2004)
Erib10 (forward) 5’-CTTCCGCAGGTTCACCTACGG-3’ Barta et al. (1997)

MCS5 (forward) 5’-CCTGAGAAACGGCTACCACATCCA-3’ Molnér et al. (2002)
MC3 (reverse) 5’-GATTAGCCTGACAGATCACTCCACGA-3*  Molnér et al. (2002)

A confirmacdo de que as sequéncias obtidas correspondem ao grupo de interesse foi
feita utilizando a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al.
1997). As sequéncias parciais do gene 18S rDNA de M. franciscoi e M. porofilus, mais as

demais sequéncias de Myxobolus spp. e Henneguya spp. utilizadas nas analises filogenéticas
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foram visualizadas, editadas e alinhadas usando o algoritmo ClustalW (Thompson, 1994)

inserido no programa BioEdit 7.1.3.0, utilizando as configuragdes padrdo (Hall, 1999).

A posicdo filogenética das duas espécies desse estudo foi comparada com 64 sequéncias
de Myxobolus spp. e Henneguya spp. disponiveis no site GenBank, mais a sequéncia da
espécie Myxobolus sp. 1, descrita no capitulo I. Para a analise de Maxima Verossimilhanca o
melhor ajuste evolutivo de substituicdo dos nucleotideos foi determinado usando o software
jModeltest 0.1 (Posada, 2008), que selecionou 0 modelo general time reversible (GTR+1+G),
sendo que as frequéncias dos nucleotideos foram (A= 0,2389, T= 0,2906, G= 0,2797, C=
0,1908). As taxas dos diferentes tipos de frequéncias de nucleotideos estimadas foram (AC=
1,4444, CT= 3,8912, CG= 0,6669, AT= 1,6126, AG= 3,1424, GT= 1,0000) e a distribuicao
gamma obtida foi de 0,400. A proporc¢éo dos sitios invariaveis obtida foi 0,0000.

A anélise de Maxima Verossimilhanca (MV) foi processada no programa PhyML 3.0
(Guindon & Gascuel, 2003) com os valores de bootstrap calculados usando 500 réplicas.
Ceratomyxa shasta (AF001579) e Ceratomyxa seriolae (AB530265) foram usadas como
grupo externo. As arvores obtidas foram visualizadas no programa Figtree 1.3.1 (Rambaut,
2008) e editadas usando Adobe Photoshop®.

De forma a obtermos o grau de similaridade molecular entre as espécies alvo deste
estudo as sequéncias foram alinhadas usando o programa MEGA 5.0 (Tamura et al. 2011)

com possiveis gaps tratados com missing data.

Resultados

Dos 16 exemplares de P. costatus examinados, 6 (37,5%) tinham no ceco gastrico e nas
nadadeiras, plasmodios contendo esporos morfologicamente correspondentes aqueles de M.
franciscoi (Figura 1A, B). Dos 26 espécimes de P. lineatus, 2 (7,69%) apresentaram
plasmddios de M. porofilus parasitando as nadadeiras (Figura 2A, B). Nenhum dos 30
exemplares de P. argenteus examinados apresentou infeccdo por M. franciscoi. Como M.
franciscoi foi originalmente descrita a partir de P. argenteus e ndo de P. costatus, nos
resultados aqui apresentados deu-se preferéncia por identificar esta espécie como Myxobolus
cf. franciscoi, até que se possa realizar o sequenciamento de amostras oriundas de P.

argenteus e confirmar tratar-se da mesma espécie.

Dados morfoldgicos (Figuras 1 e 2)
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Myxobolus porofilus Adriano, Arana, Ceccarelli & Cordeiro, 2002.

Plasmodios brancos e arredondados medindo em média 3 mm encontrados na cavidade
visceral e também nadadeiras. Os esporos mediam 6,3 + 0,4 um de comprimento, 6,1 + 0,3um
de largura. As cépsulas polares mediam 1,9 + 0,3 um de comprimento, 1,4 + 1,1 um de

largura, contendo filamentos polares com 4 voltas.

Myxobolus cf. franciscoi Eiras, Monteiro & Brasil-Sato, 2010.

Plasmodios brancos e arredondados medindo em média 2 mm encontrados no ceco
gastrico e na nadadeira. Os esporos apresentaram 6,9 + 1,1 um de comprimento, 5,9 + 0,5 um
de largura e 4,3 + 0,8 de espessura. As capsulas polares tinham tamanhos iguais e mediram
2,1 + 0,2 um de comprimento e 1,4 + 0,1 um de largura e apresentaram filamentos polares

com 4 voltas.

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados comparativos considerando também as medidas

das descricdes originais de ambas as espécies.

Em relacdo ao sequenciamento do gene 18S do rDNA, foi obtido um fragmento parcial
de 1.182pb para M. cf. franciscoi e de 1.403pb para M. porofilus. A analise de similaridade
mostrou que as sequéncias das duas espécies apresentaram 5% de diferenca, com um total de
57pb distintas.

A andlise filogenética, utilizando sequéncias de espécies de Myxobolus/Henneguya
disponiveis no GenBank, mais as duas sequéncias obtidas neste estudo e aquela de Myxobolus
sp. 1 resultante do capitulo I, mostrou uma divisdo em dois clados principais (A-B), sendo que
0 agrupamento das espécies ocorreu de acordo com a familia dos hospedeiros (Figura 3). O
clado A, apresentou uma subdivisdo onde em um subclado agrupou duas espécies de
Henneguya parasitos de um Siluriformes da familia Bagridae e, no outro, M. porofilus, M. cf,
franciscoi e Myxobolus sp. 1, todos parasitos de prochilodontideos. O clado B apareceu
subdividido em dois grandes subclados (B1 e B2). O clado B1 subdividiu-se ainda em dois
outros subclados, sendo um, composto por espécies de Myxobolus e Henneguya parasitos de
hospedeiros de cinco diferentes familias, e o outro abrigando as espécies parasitos de
Siluriformes de trés familias e Myxobolus oliveirai Milanin et al. 2010 parasito de

Characiformes. O clado B2 agrupou espécies parasitos de Cypriniformes e Salmoniformes.
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Tabela 2: Medidas dos esporos das espécies M. cf franciscoi e M. porofilus, obtidas neste estudo, mais as medidas
das descri¢des originais, incluindo o sitio de infec¢do, hospedeiro e localidade. CE: comprimento do esporo, LE:
largura do esporo, E: espessura do esporo, CCP: comprimento das capsulas polares, LCP: largura das capsulas
polares, F: numero de voltas dos filamentos polares, S/H: sitio de infec¢do e hospedeiro, L: local da coleta (rio).

Espécie CE LE E CCP LCP F S/H L
s Cecoe Rio Sao
M. cf. francisco
1501 69+11 59+05 43+08 21+02 14+£01 4 nadadeirade Francisco,
(neste estudo) P. costatus MG.
L . Rio Sao
M. franciscoi Nadadeira de .
. 6,4 6,0 3,2 2,0 15 3 Francisco,
(Eiras et al. 2010) P. argenteus MG. :
M. porofilus 63404 61+03 i 19+03 14+11 4 Nadadeirade RioMogi
(neste estudo) P. lineatus Guagu, SP.
- Cavidade e . .
M. porofilus . Rio Mogi
. + + - + + 3 nadadeira de
(Adriano et al. 2002) 57£03  48£0.2 16401 11x01 P Iinealltus Guagu, SP.

Figura 1: A: Myxobolus cf. franciscoi coletado no ceco gastrico de Prochilodus costatus
no rio Sao Francisco, MG. B: Myxobolus franciscoi Eiras et al. 2010. Escala: 10 um.

Figura 2: A: Myxobolus porofilus coletado das nadadeiras de Prochilodus lineatus do rio
Mogi Guagu, SP. Escala: 10 um. B: Myxobolus porofilus Adriano et al. 2002. Escala: 5 um.
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Ceratomyxa shasta AF001579
Ceratomyxa senolae AB530265
7o Henneguya mystusiaEU732603

Bagri |Si|urif0rmes
A - Henneguya basifilamentalis EU732604 | agridae
Myxobolussp.1
o5 Myxobolus porofilus Prochilodontidae |Characiformes
Myxobolus cf franciscoi

100~ Henneguya ogawaiAB693050
Henneguya yokoyamai AB690352
1007 Myxobolus ichkeulensis AF378337
mo\‘ L Myxobolus spinacurvatura AF348341 Mugilidae
— Myxoboius episquamalis JF810537
Myxobolus bizertiAY129318
100/ Henneguya psedorhinogobiiAB447995 Gobidae
a3 Henneguya rhinogobiiAB447993
100 100 Myxabolus procerus AY865296 | Percopsidae |Percopsiformes
—— Myxobolus neurophilusF J468489 |Percidae |Perciformes

EE}-tenne«,‘u.qfal adiposaEu492929

| Sparidae |Per-::\formes

Mugiliformes
4|

|F'erciformes

Henneguya exilis AF021881
58| %L Henneguya ictaluri AF195510
W—Henneguya guriel DQBT3465
| rHenneguya peliisF J468488
‘ﬁLHenneguya sutherfandiEF 191200
Myvobolus oliveiraiH V754633 [Bryconidee  |Characiformes
1007 Myxobolus pangasiFJa16270
- Myxobolus hakyiF J§18269
Henneguya eirasi HQ655111 Siluriformes
8 oo Henneguya multiplasmodialis J854969 Pimelodidae
— Henneguya comuscansJQ654971
100] Myxobolus insidiosusEU346377
Myxobolus fryeriEU346370
Myxobolus arclicus AB469392
3 — Myxobolus neurotropusDQ846661
L=Myxobolus kisutchiABAG9988
Myxobolus neurohius AB469986
100~ Myxobolus cerebralis EF 370481
— Myxobolus squamalis JX910362
Henneguya doneciHM146129
Myxobolus diversicapsularisGU3681989
Myxobolus muellericus DQ439808
Myxobolus rotundusFJ851446
Myxobolus parviformisAY836151
Myxobolus rutiliGU968201
Myxabolus erythrophthalmiEUSET311
Myxobolus alburmiEU567313
“- Myxobolus shaharomaeEUS67312
Myxobolus wootteniDQ231157
Myxobolus gayerae DQ433809
09— Myxobolus fundamentalisGU368200
— Myxobolus siddali AF 186840
= 2 _— Myxobolus smithi AF 186841
Myxobolus feistiJN252487
o[ Myxobolus algonquinensisAF378335
Myxobolus martini AF 186836

Ictaluridae Siluriformes

L7

Pangasidae

Salmonidae Salmoniformes

B2

Cyprinidae Cypriniformes

Myxobolus dispar AF507972
~ Myxobolus bliccaeHM138771
£ Myxobolus bramae AF507968
sﬂ‘urMﬂabnfus muellen AY129314
L iyxobolus summervilliaeGU988202
Myxobolus macrocapsularis FJ716095
Myxaobolus margitaeEUS98803
‘Myxubcius susaniimaeEU598805
Henneguya cutaneaAY676460
——— Myxobolys cyprinicolaDQ439805
[Henneguya cartilagis JQ411297
101 - Henneguya salminicola AF031411
! Henneguya nussliniAY669810 Salmonidae Salmoniformes
b Henneguya zschokkei AF378344
—_— "L Henneguya cerebralisJX131380

Figura 3: Inferéncia filogenética com o método de Maxima Verossimilhanga (GTR+1+G) para o
gene 18S rDNA, de Myxobolus spp. e Henneguya spp., processada no software PhyML 3.0. O
suporte de bootstrap realizado com 500 réplicas esta indicado proximo dos nodos. Os nimeros do
acesso no site GenBank estdo em seguida do nome das espécies. Os nomes dos taxa dos hospedeiros
(familias e ordens) estdo ap6s os clados. Nodos ndo bem suportados (menores que 50% de bootstrap
estdo marcados por hifen).
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Discussao

Estudos taxondémicos de mixosporideos feitos exclusivamente com o uso de caracteres
morfologicos podem gerar resultados enganosos devido a baixa variabilidade intraespecifica
contida nos esporos das espécies (Lom & Arthur, 1989; Andree et al. 1999; Ferguson et al.
2008; Zhao et al. 2008; Adriano et al. 2012; Cech et al. 2012; Carriero et al. no prelo). Uma
maneira de se minimizar os erros na identificacdo/descricdo de mixosporideos tem sido a
combinacdo de dados morfoldgicos/ecolégicos (dimensdes e morfologia de esporos e
plasmddios e a especificidade de hospedeiro e de tecido e/ou 6rgdo de infeccdo) (Lom &
Artur, 1989) com dados moleculares (sequenciamento do gene 18S rDNA) (Andree et al.
1999; Cech et al. 2012).

As espécies M. porofilus e M. franciscoi s&o morfologicamente muito semelhantes e
foram descritos a partir de hospedeiros do mesmo género (P. lineatus e P. argenteus), mas em
bacias hidrograficas distintas (Adriano et al. 2002; Eiras et al. 2010). Na descri¢do original,
Eiras et al. (2010) utilizaram como critério de separacdo das espécies o fato de que em M.
porofilus os esporos (5,7 um) e as capsulas polares (1,6 um) apresentam tamanhos levemente
menores que em M. franciscoi (6,4 um e 2 pm, respectivamente), e ainda, por infectarem
orgaos distintos (M. porofilus - cavidade visceral e M. franciscoi - nadadeira). Entretanto,
neste estudo, como visto em M. franciscoi (Eiras et al. 2010), M. porofilus foi tambem
encontrada infectando nadadeiras, sugerindo que para estas espécies ndo ha especificidade de
orgao.

Embora tenham sido examinados 30 exemplares de P. argenteus, nenhum apresentou
infeccdo por M. franciscoi. Contudo, dos exemplares de P. costatus examinados, 37,5%
apresentaram no ceco gastrico e nas nadadeiras, plasmodios contendo esporos
morfologicamente similares aos de M. franciscoi. Tem sido registrado que varias espécies de
mixosporideos apresentam capacidade de infectar hospedeiros filogeneticamente préximos
(Molnar et al. 1998; Adriano et al. 2012; Carriero et al. no prelo). Apesar da espécie de
Myxobolus encontrada em P. costatus ter esporos similares a M. franciscoi, e de terem sido
encontrados em um hospedeiro do mesmo género e na mesma bacia hidrogréafica, esta espécie

foi aqui identificada com M. cf. franciscoi.

A analise filogenética resultou em dois clados principais (clados A e B), havendo uma
clara tendéncia para o agrupamento de acordo com a familia de hospedeiro (Figura 3),

sugerindo ser este um forte sinal evolutivo entre os espécies de Myxobolus/Henneguya, como
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ja indicaram Ferguson et al. (2008); Adriano et al. (2012) e Carriero et al. (no prelo). A
subdivisdo do clado A resultou em um subclado composto por duas espécies de Henneguya
parasitos de um Siluriformes da familia Bagridae e outro subclado comportando M. porofilus,
M. cf. franciscoi e Myxobolus sp. 1, todos parasitos prochilodontideos. O grande clado B,
apresentou subdivisdes, originando os subclados B1 e B2. O B1 subdividiu ainda em dois
outros subclados, sendo um composto por espécies de Myxobolus e Henneguya parasitos de
hospedeiros de cinco diferentes familias, e o outro abrigando as espécies parasitos de
Siluriformes de trés familias. Neste subclado, porém, aparece também, e de forma ainda
incompreensivel, M. oliveirai, que é o Unico parasito de peixes da familia Bryconidae com
sequéncia no GenBank. Ja no clado B2 agruparam espécies de Myxobolus e Henneguya
parasitos de peixes Salmoniformes e de Cyprinidae.

Apesar dos agrupamentos ocorrerem seguindo a familia de hospedeiro, no caso das
espécies parasitos de prochilodontideos, M. porofilus apresentou maior afinidade filogenética
com M. cf. franciscoi, que é parasito de P. costatus, que em relacdo a Myxobolus sp. 1, que
infecta a mesma especie de peixe na mesma bacia hidrografica. Este registro, somado as
semelhancas morfologicas observadas entre M. porofilus e M. cf. franciscoi, podem permitir
inferir que o ancestral comum destas duas espécies de mixosporideos estava presente no
ancestral comum de P. lineatus e P. costatus, sendo a especiagdo recente e relacionada com a
especiacdo dos hospedeiros, provavelmente relacionada com as barreiras geograficas

(distintas bacias hidrograficas).

Este estudo novamente demonstrou que os géneros Myxobolus e Henneguya nao sao
monofiléticos, como ja afirmado por Kent et al. (2001), Liu et al. (2010), Carriero et al. (no
prelo). A classica distin¢do entre Myxobolus e Henneguya é baseada em apenas um caracter
morfoldgico, a presenca do processo caudal em Henneguya spp. (Lom & Dykova, 1992). Mas
as analises moleculares do gene 18S rDNA ndo suportam a separacdo filogenética de

Henneguya e Myxobolus.

Fiala (2006) afirmou que o processo caudal, presente em todas as espécies do género
Henneguya, ndo representa um caracter valido para a separacdo dos géneros Myxobolus e
Henneguya. Liu et al. (2010), por exemplo, descreveu uma nova espécie, Myxobolus
turpisrotundus, em que se observa pela primeira vez a presenca de um apéndice caudal em
espécies do género Myxobolus, enfatizando que o processo caudal ndo é um caracter valido na

separagdo dos géneros em quest&o.
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Conclusao

Este estudo permitiu concluir, a partir de informacdes baseadas nas analises moleculares
em conjunto com os dados morfoldgicos, que duas espécies morfologicamente muito
similares, M. cf. franciscoi e M. porofilus, encontradas infectando hospedeiros

filogeneticamente muito proximos séo espécies distintas.
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CONSIDERACOES FINAIS
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- Myxobolus sp. 1, encontrado infectando as branquias de P. costatus no rio Sdo Francisco,
MG, de acordo com as analises morfoldgicas, ultraestruturais e moleculares, € uma espécie

ainda ndo descrita;

- Myxobolus cf. franciscoi e Myxobolus porofilus, embora morfologicamente muito similares,

sdo espécies geneticamente distintas;

- As espécies de Myxobolus parasitos de peixes da familia Prochilodontidae, cujo gene 18S
rDNA foi sequenciado, formaram um clado bem suportado, em que M. cf. franciscoi e M.
porofilus sdo mais proximas do que Myxobolus sp. 1, que parasito a mesma espécie de peixe
que M. cf. franciscoi;

- Foi observada a tendéncia das espécies de parasitas do filo Myxozoa de se agruparem

principalmente pela familia dos hospedeiros, mostrando um forte sinal de coevolugéo.
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