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RESUMO

Austrodiplostomum spp. (Platyhelminthes: Digenea) sdo endoparasitas de ampla distribuicdo geogréafica na
América do Sul e em seu estagio larval parasitam olhos e cérebros de uma grande variedade de peixes,
podendo causar danos nestes 6rgdos. As metacercarias de Austrodiplostomum sp. apresentam estruturas
morfologicas em fase de desenvolvimento, dificultando a visualizag&o e a identificacio das espécies. Assim,
ferramentas moleculares podem auxiliar na identificacdo deste parasita, em estégios larvais. O objetivo desta
pesquisa foi utilizar o marcador COI para identificar formas larvais de Austrodiplostomum sp. (Digenea:
Diplostomoidea) de quatro espécies do género Hypostomus provenientes do rio Ivai. As metacercarias
apresentaram alta similaridade genética com Austrodiplostomum compactum (=A. ostrowskiae), indicando
gue esses organismos pertencem a essa espécie.

1 INTRODUCAO

Os trematddeos digenéticos pertencentes ao filo Platyhelminthes, como o
género Austrodiplostomum Szidat & Nani, 1951 (Digenea: Diplostomidae), podem parasitar
trés hospedeiros durante seu ciclo de vida. Ao adquirirem forma livre nadante, as cercarias
abandonam seu primeiro hospedeiro e procuram um peixe suscetivel para infectar e
evoluirem para metacercarias, forma encontrada nos olhos, cérebro e musculos
(encistadas) dos hospedeiros (TRAVASSOS et al., 1928, TAKEMOTO et al., 2009). Sao
guatro as espécies validas de Austrodiplostomum nas Américas, Austrodiplostomum spl.
e Austrodiplostomum sp2., relatadas no México, A. mordax no sul da América do Sul (DE
NUNEZ, 2017) e A. compactum, espécie amplamente distribuida em paises como os
Estados Unidos, México, El Salvador, Honduras, Costa Rica, Venezuela, Peru e Brasil
(GARCIA-VARELA et al., 2016, SERENO-URIBE et al., 2019). Austrodiplostomum
ostrowskiae Dronen, 2009 é considerado sindnimo de A. compactum (DE NUNEZ, 2017).

No estagio larval, parasitas digenéticos apresentam estruturas morfolégicas em fase
de desenvolvimento, o que torna dificil a visualizagdo das caracteristicas morfologicas
importantes para identificacdo das espécies. Nestes casos, Onaca et al. (2020) sugerem a
utilizacao de ferramentas moleculares para auxiliar no processo de identificacdo. Uma das
ferramentas considerada eficaz para identificacdo de digenéticos € o marcador molecular
COl. Moszczynska et al. (2009) afirmaram que as sequéncias de COIl apresentaram uma
boa resolucdo em nivel de espécie, concluindo, dessa forma, que essa regido é um alvo
pratico para digenéticos. O mesmo ocorreu no estudo realizado por Locke et al. (2010),
onde sequéncias de COI foram adequadas para discriminagéo de espécies de Diplostomum
spp.

Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi utilizar o marcador COI para identificar
formas larvais de Austrodiplostomum sp. (Digenea: Diplostomoidea) de quatro espécies
pertencentes ao género Hypostomus provenientes do rio Ivai.
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2 MATERIAIS E METODOS

Para extracdo de DNA (n=7) total dos parasitas foi utilizado o kit DNeasy® Blood &
Tissue de acordo com as instru¢des do fabricante. O gene da subunidade | da Citocromo
C Oxidase (COlI) foi parcialmente amplificado. Os produtos da PCR foram analisados em
gel de agarose 1% e purificados seguindo o protocolo de Rosenthal et al. (1993). Para a
reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye Terminator. O sequenciamento foi
realizado na ACTGene Analises Moleculares Ltda, utilizando o sequenciador automatico
ABI-3500.

As sequéncias foram editadas e alinhadas utilizando o programa BioEdit (HALL,
1999) e MEGA 7 (KUMAR et al., 1999), respectivamente. A identificacdo das espécies dos
parasitas foi realizada através de comparac¢ao com dados prévios disponiveis no GenBank,
utiizando a ferramenta BLASTn. Foram selecionadas e adicionadas as analises
moleculares sequéncias de diferentes espécies de Austrodiplostomum, disponiveis no
GenBank. O modelo de substituicdo de nucleotideos selecionado foi HKY+G, a partir do
critério de informacéo bayesiano (BIC), usando o programa jModelTest 2 (DARRIBA et al.,
2012). Valores de distancia genética Kimura-2-parametros (K2P) foram calculados usando
o programa MEGA 7.0. Para tanto foram formados grupos de individuos de acordo com a
espécie identificada no banco de dados.

A arvore génica de maxima verossimilhanca foi construida usando o programa
RAXML Black Box (KOZLOV et al., 2019). Hysteromorpha triloba foi usado como outgroup
(SOUZA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sete sequéncias parciais do gene COI (405 pb) foram obtidas apds alinhamento e
edicdo, totalizando trés haplétipos distintos. Apds comparar as sequéncias obtidas com as
sequéncias genéticas disponiveis no GenBank, obtivemos valores entre 99,01% a 100% de
similaridade com Austrodiplostomum compactum (distancia K2P de 0,1% e 0,4%) e
Austrodiplostomum ostrowskiae (distancia K2P de 0,2% e 0,4%), respectivamente. Em
relacdo as demais espécies de Austrodiplostomum disponiveis no GenBank, os valores da
distancia genética variaram de 0,101 a 0,115.

A éarvore genética (Figura 1) mostra que as sequéncias de Austrodiplostomum
mordax, Austrodiplostomum sp.1, Austrodiplostomum sp.2 apresentaram diferencas
nucleotidicas importantes em relacdo as sequéncias obtidas nesse estudo, estando
distribuidas em clados distintos. A. compactum, A. ostrowskiae e as sequéncias do rio Ivai
se alocaram em um unico clado.
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Figura 1: Arvore génica de méaxima verossimilhanca construida a partir de sequéncias do gene
COl de Austrodiplostomum. Hysteromorpha triloba foi usado como outgroup. Valores de suporte
acima de 85 estéo representados por circulos.

As analises das sequéncias parciais do gene COI e as relacdes observadas na
arvore génica de Austrodiplostomum sp. permitem afirmar que o marcador utilizado foi util
para a identificacdo das metacercarias em nivel de espécie, assim como relatado por
Moszczynska et al. (2009) e De Nufez (2017).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo contribuem para o conhecimento da
biodiversidade do rio Ivai, da distribuicdo geografica de Austrodiplostomum e de novos
hospedeiros endémicos da regido estudada. Devido a presenca de metacercarias, o uso de
ferramentas moleculares € importante, visto a dificil identificacdo dos estagios iniciais. Além
disso, provavelmente, o rio Ivai abriga moluscos hospedeiros intermediarios deste parasita,
sendo necessario a continuidade de estudos com o intuito de monitorar a ocorréncia deste
parasita.
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