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RESUMO

Tiarideos séo gastropodes encontrados em ambientes de &gua doce Iénticos e l6ticos. Esses gastrépodes
atuam como hospedeiros intermediarios de vérias espécies de digenéticos, parasitas que necessitam de pelo
menos dois hospedeiros para tornarem-se adultos. E importante considerar que existem dificuldades para a
identificacdo desses digenéticos em determinadas fases do ciclo de vida, visto que as larvas possuem um
tamanho reduzido e poucas caracteristicas morfolégicas para diagnéstico. O presente estudo tem como
objetivo caracterizar molecularmente os digenéticos encontrados em gastrépodes do rio Ivai utilizando o
marcador molecular COIl. Considerando que néo ha registros na literatura de estudos envolvendo parasitas e
hospedeiros intermediarios no rio lvai, este estudo torna-se o pioneiro a respeito dessas rela¢des. Foram
coletados 80 espécimes de gastropodes e estes tiveram tecido acondicionado para extracdo de DNA, assim
como os parasitas encontrados. Dos 80 espécimes, 21 encontravam-se parasitados. Quanto aos parasitas,
foram encontrados 16 morfotipos. O DNA dos gastrépodes e digenéticos foi amplificado e sequenciado. Para
os moluscos foram obtidas 8 sequéncias, todas alinhadas pela ferramenta BLAST com Aylacostoma
chloroticum. Quanto aos parasitas, foram obtidas 16 sequéncias, todavia, ndo foi possivel confirmar a
identidade dos digenéticos, visto que a similaridade encontrada entre eles e sequéncias depositadas no
GenBank foi baixa. Os calculos de distancia genética e a arvore génica construida indicam que ao menos
cinco espécies diferentes das depositadas no GenBank estejam presentes na regido. Espera-se que a
utilizacdo de outros marcadores, como 28S, seja Util para elucidar com mais precisdo as espécies de
digenéticos encontradas no rio Ivai.

PALAVRAS-CHAVE: Aylacostoma; COl; Digenea; Estagio larval; Thiaridae.
1 INTRODUCAO

Thiaridae Gill, 1871 sao gastrépodes pantropicais com distribuicdo desde a América
do Sul até Australia. As espécies pertencentes a esse grupo sao encontradas, em sua
maioria, em ambientes lénticos e l6ticos de dgua doce (GLAUBRECHT et al., 2009). Os
tiarideos atuam como hospedeiros intermediarios de diversas espécies de trematédeos,
que utilizam os gastropodes como um primeiro hospedeiro intermediario, no qual ocorre a
reproducao assexuada (SCHOLZ et al., 2000). Esses parasitas possuem um ciclo de vida
complexo, sendo necesséario pelo menos dois hospedeiros para se tornarem adultos
(PAVANELLI et al., 2002).

Considerando as dificuldades para a identificacdo de espécies de digenéticos em
determinadas fases do ciclo de vida, devido ao tamanho reduzido das larvas e poucas
caracteristicas morfologicas para diagnéstico, a biologia molecular torna-se uma ferramenta
de extrema utilidade. Embora os ciclos de vida de alguns grupos de trematddeos sejam
conhecidos, fases larvais de numerosos taxons ainda néo foram totalmente elucidadas
(SCHOLZ et al., 2000). Alem disso, a dificil observacdo de caracteres diagnosticos nos
estagios larvais acarreta numa identificagcdo pouco precisa ou equivocada dos trematdédeos
e, dessa maneira, as técnicas moleculares acabam sendo importantes (LOCKE et al.,
2015).
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O presente estudo tem como objetivo realizar a identificagcdo e caracterizacao
molecular dos digenéticos encontrados em gastropodes provenientes do baixo rio Ivai
utilizando marcadores moleculares ribossémicos e mitocondriais. Este € o primeiro estudo
envolvendo parasitas e hospedeiros intermediarios na regiao.

2 MATERIAIS E METODOS

A coleta dos gastropodes foi realizada com o auxilio de pucas na porgéo do baixo rio
Ivai (n = 75) e em uma lagoa temporéria (n = 5) formada préxima ao leito do rio, no municipio
de Doutor Camargo, Parana. Durante a triagem para analise parasitoldgica, foi retirada a
glandula digestiva dos gastropodes para extrair os parasitas existentes. As larvas foram
separadas de acordo com o seu morfotipo e fotografadas. Para a extracdo de DNA, os
gastropodes coletados tiveram seus tecidos armazenados em alcool absoluto e os parasitas
foram acondicionados individualmente em tubos de 1,5 mL com agua Milli-Q.

A extracdo do DNA dos gastropodes foi feita utilizando o kit DNA A1125 Wizard
Genomic DNA Purification da Promega® e para a extracdo do DNA dos parasitas o kit
utilizado foi em colunas DNeasy Blood & Tissue da QIAGEN®, ambos seguindo o protocolo
sugerido pelo fabricante. A reacdo para a amplificacdo do DNA dos gastropodes foi
realizada com 0,5 U de Tag DNA polimerase (5 U/uL, Invitrogen), Tris-KCL (20 mM Tris-
HCI pH 8.4 com 50 mM KCI), 1,5 mM MgClz, 0,1 mM de cada dNTP, 4 uM de cada primer,
DNA molde (10 ng) e agua Milli-Q para um volume final de 25 pL. A reacdo para a
amplificacdo do DNA dos parasitas continha 1 U de Taq DNA polimerase (5 U/uL,
Invitrogen) e a mesma concentragdo dos demais reagentes mencionadas anteriormente,
com um volume final de 23 yL. Para a amplificacdo do DNA dos parasitas e dos gastrépodes
foram utilizados primers especificos para a regido COI. Os produtos obtidos da amplificacéo
foram purificados e sequenciados.

Para a andlises dos dados, os eletroferogramas foram visualizados e editados pelos
programas BioEdit e MEGA7, respectivamente. O alinhamento das sequéncias foi realizado
pelo programa MEGA7 utilizando o algoritmo CLUSTAL W. A ferramenta BLAST foi
utilizada para a comparacdo das sequéncias obtidas com sequéncias depositadas no
GenBank. O programa MEGA?7 foi utilizado para realizar o célculo de distancia genética
pelo método Kimura-2-parametros e as reconstrucdes filogenéticas utilizando o método
Neighbor-Joining. Sequéncias disponibilizadas no GenBank foram adicionadas as analises
para comparagcao com as sequéncias obtidas dos espécimes do rio Ivai.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram analisados 80 espécimes de gastrépodes, dos quais 21 estavam parasitados
por estagios larvais de digenéticos (26,25%). Foram sequenciados 8 espécimes de
gastropodes, desses, seis estavam parasitados e dois ndo parasitados. Com base nas
sequéncias obtidas e utilizando a ferramenta BLAST, os moluscos foram identificados como
Aylacostoma chloroticum Hylton Scott, 1954, com porcentagens de identidade variando de
94,63 a 100%, com excecao do espécime 20, o qual pode ser uma espécie diferente das
demais.

Quatro haplétipos foram obtidos para as sequéncias dos gastropodes do rio lvai, com
valores de distancia genética de sequéncias depositadas no GenBank variando de 0 a
0,5%, exceto o espécime 20, visto que apresentou uma distancia média de 5,8% com A.
chloroticum. Corroborando os valores de distancia genética encontrados, na arvore génica
todos 0s moluscos ficaram posicionados em um grande grupo formado por A. chloroticum,
confirmando novamente a identificacdo desses animais, com excec¢édo do molusco 20 que
ficou separado dos demais. Nao ha registros na literatura da ocorréncia de A. chloroticum
na bacia do rio Ivai.
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Os parasitas obtidos foram separados em 16 morfotipos e foram obtidas 16
sequéncias de COI, correspondentes a 15 morfotipos. As cinco espécies disponiveis no
GenBank mais préximas as sequéncias obtidas foram: Ascocotyle pindoramensis
Travassos, 1929, Plagiorchis sp., Philophthalmus sp., Lecithodendriidae gen. sp. e
Haplorchis taichui (Nishigori, 1924), com valores de similaridade variando de 78,37 a
91,34%. Todos os valores de similaridade encontrados séo considerados baixos, porém o
grupo mais proximo foi Philophthalmus sp.

Foram encontrados 7 haplotipos entre as sequéncias dos parasitas do rio Ivai. A
distancia genética entre os 15 morfotipos provenientes dessa regido variou de 0 a 39% e
em relacéo as espécies do GenBank os valores de distancia chegaram a 44,8%. Na arvore
génica, observou-se que os morfotipos 6, 7 e 15 formaram um clado irm&o ao clado formado
pelos morfotipos 11 e 12. O clado formado pelos morfotipos 1 e 2 formaram um clado irméo
do grande clado composto pelos morfotipos citados anteriormente. J& os morfotipos 3, 4, 8,
9, 10, 13 e 14 formaram um clado que é grupo irmao de Philophthalmus sp. O clado formado
pelo morfotipo 5 é irmé&o de Lecithodendriidae gen. sp. (Figura 1).
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Figura 1: Arvore génica construida a partir de sequéncias de DNA de digenéticos, utilizando o marcador
molecular COIl. As sequéncias marcadas com um circulo preenchido séo as obtidas neste estudo.
Australapatemon burti foi utilizado como grupo externo.

4 CONSIDERACOES FINAIS

E importante considerar que nos gastrépodes analisados estdo presentes ao menos
cinco espécies de parasitas, diferentes das encontradas em bancos de dados genéticos.
Além disso, este trabalho torna-se o primeiro a registrar esse gastropode na regido do rio
Ivai utilizando técnicas de identificacdo molecular assim como é o primeiro registro dos
estagios larvais de digenéticos nessa localidade, para esses hospedeiros intermediarios. E
recomendado a utilizacdo de pelo menos dois marcadores moleculares em estudos
envolvendo identificagdo molecular, combinando marcadores mitocondriais (COIl) e
ribossomais (28S). Dessa maneira, ainda seréo realizadas analises envolvendo o gene 28S
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e espera-se que seja possivel elucidar com mais precisdo as espécies de parasitas
encontradas nos gastropodes do rio lvai.
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