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Resumo:

Ha poucos estudos com invertebrados no Parque do Ing4, localizado no municipio
de Maringa, incluindo estudos com gastropodes, que no ultimo Plano de Manejo do
parque ndo haviam sido registrados como fauna recorrente deste fragmento de
mata. Da mesma forma, mas em um ambito global, pouco se sabe sobre a
distribuicdo e ocorréncia de espécies de digenéticos e quem sado seus hospedeiros
intermediarios. O objetivo deste estudo foi verificar o parasitismo por larvas de
digenéticos em caramujos limnicos em lagoas do Parque do Inga, realizando
estudos morfolégicos e moleculares utilizando o gene 28S para a identificacdo
destas espécies na fase de cercéaria. As cercéarias tiveram seu DNA extraido,
amplificado e sequenciado. Foram analisados 324 espécimes de moluscos,
Biomphalaria occidentalis, Melanoides tuberculata, Physa sp. Aylacostoma
chloroticum e Pomacea canaliculata, sendo que as trés primeiras espécies estavam
infectadas. Foram encontrados 3 morfotipos de cercarias. A divergéncia genética
entre os morfotipos indica espécies distintas. Assim, o registro destas espécies, além
da importancia ecologica e taxondmica envolvida, é relevante para as areas meédica
e veterinaria.

Introducéo

Os moluscos séo considerados importantes transmissores de zoonoses, que podem
afetar especialmente pessoas que vivem em paises em desenvolvimento com
indices precarios de saneamento (THIENGO et al.,, 2006). Muitos atuam como
hospedeiros intermediarios de trematodeos digenéticos, em uma relacéo obrigatoria
para o desenvolvimento das cercarias, larvas que se desenvolvem nos moluscos
durante seu ciclo de vida. Os digenéticos sédo caracterizados por um ciclo de vida
complexo, possuindo, no minimo, dois hospedeiros intermediarios e um definitivo,
sendo o primeiro hospedeiro intermediario representado por moluscos, o segundo
por crustaceos ou peixes, por exemplo, enquanto o hospedeiro definitivo pode ser

& Universidade 0O FUNDACAO
) UEMEm I QCNP A
—4 et q ARAUCARIA  GovERNO %

DO ESTADO DO PARANA



28° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 10e 11 de outubro de 2019

8° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica Junior

representado por espécies de peixes, aves piscivoras ou mamiferos, incluindo o ser
humano (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

Para que ocorra o esclarecimento do ciclo de vida dos digenéticos, as espécies
devem ser corretamente identificadas durante os estagios larvais. Para isto, 0 uso de
técnicas moleculares pode auxiliar na distincdo e identificacdo de espécies, sendo
0S genes nucleares ribossébmicos, como o do 28S, Uteis como marcadores
moleculares para esta caracterizacdo (PAVAN; MONTEIRO, 2014).

Nesse sentido, o estudo teve como objetivo caracterizar morfologicamente e
molecularmente estagios larvais de digenéticos encontrados em moluscos do
Parque do Inga, Maringa.

Materiais e métodos

Os moluscos foram coletados no Parque do Ing4, localizado no municipio de
Maringa, Parana, na Lagoa da gruta da Santa e na Lagoa do Parque Japonés
(23°25'29”'S e 51°55'48”0) (liberacéo concedida pela Secretaria do Meio Ambiente e
Bem-Estar Animal, nimero 32520/2018). As coletas ocorreram entre os meses de
julho de 2018 a maio de 2019. Foram coletados 324 espécimes de moluscos com o
auxilio de pucé e posteriormente encaminhados ao Laboratério de Ictioparasitologia
do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupélia) da
Universidade Estadual de Maringd (UEM). Os animais foram eviscerados e
examinados para a obtencao da glandula digestiva, utilizada como sitio de infeccéo
pelos estagios larvais de digenéticos. Os parasitas obtidos foram separados de
acordo com o morfotipo, segundo Pinto e Melo (2013). Para a analise molecular, os
organismos foram separados individualmente em tubos com &gua ultrapura e
levados ao Laboratério de Genética Molecular do Nupélia da UEM, para a extracao,
amplificacédo e purificacdo das amostras. A extracdo do DNA dos parasitas foi feita
com o kit ReliaPrep® gDNA Tissue seguindo instrucbes do fabricante. A
amplificacdo das regides 28S foi realizada e as amostras foram purificadas. Apos
preparadas, as amostras foram enviadas ao Complexo de Centrais de Apoio a
Pesquisa (COMCAP/UEM) para a realizacdo do sequenciamento. As sequéncias
obtidas foram editadas e alinhadas com o auxilio dos programas BioEdit e MEGA 7,
respectivamente. Posteriormente, a distancia-p foi calculada entre as espécies.

Resultados e Discussao

Foram analisados um total de 324 moluscos, sendo 32 Aylacostoma chloroticum
Hylton Scott, 1954, 97 Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981, 67 Melanoides
tuberculata (Mller, 1774), 85 Physa sp. Hughes, 1927 e 43 Pomacea canaliculata
(Lamarck, 1819). Morfologicamente, os tipos de cercarias encontrados foram
Distoma brevifurcada afaringeada, em B. occidentalis, Pleurolofocerca em M.
tuberculata e Xifidiocercaria em Physa sp. Em Aylacostoma chloroticum e P.
canaliculata ndo foram encontrados estagios larvais de digenéticos.

Dentre os espécimes analisados, apenas trés B. occidentalis estavam parasitados
por cercarias (3,09%), enquanto um M. tuberculata estava parasitado por cercéarias
(1,49%) e um Physa sp. estava infectado (1,18%). A distancia intraespecifica dos
parasitas foi nula, enquanto que entre os morfotipos foram encontrados altos valores
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de distancia genética (>10%) (Tabela 1), valores guperiores ao considerado por
Pinto, Melo e Brant (2015) de 0,3% para o marcador molecular 28S para uma
investigacao de espécies cripticas.

Tabela 1 — Matriz de disténcia-p interespecifica e intraespecifica entre trés espécies de parasitas
obtidas neste estudo. Morfotipo 1 = parasita de Physa sp.; Morfotipo 2 = parasitas de Melanoides
tuberculata; Morfotipo 3 = parasitas de Biomphalaria occidentalis. As numeracdes (128, 130, 133 e
134) representam a marcacédo dos diferentes espécimes.

Espécies 1 2 3 4 5
1. Morfotipo 1 (128) = = = - -
2. Morfotipo 1 (130) 0,000 - - - -
3. Morfotipo 2 (133) 0,138 0,138 - - -
4. Morfotipo 2 (134) 0,138 0,138 0,000 - -
5. Morfotipo 3 0,202 0,202 0,225 0,225 0,225

Cercarias distoma brevifurcada afaringeada ndo possuem membrana natatoria
dorsal do corpo, possuem ventosa ventral e podem ou ndo apresentar ocelos, ja
cercarias pleurolofocerca apresentam cauda apenas com membrana natatoria
dorso-ventral, enquanto em xifidiocercarias prevalece a auséncia de ocelos
pigmentados. De acordo com Pinto e Melo (2013), os tipos cercarianos podem
ajudar na identificacdo de caracteristicas biologicas dos parasitas, padrées de ciclos
biolégicos e ainda possiveis classes e familias dos potenciais hospedeiros
definitivos.

Molecularmente, foi corroborado que os tipos morfolégicos pertencem a espécies
diferentes, considerando os valores de distancia genética obtidos.

Neste trabalho a taxonomia integrativa foi util para a confirmacdo de diferentes
espécies de acordo com diferentes morfotipos. Essa abordagem une dados
taxondémicos tradicionais e genética molecular para a descricdo de novas espécies.

Conclusodes

O uso da taxonomia integrativa colabora para o preenchimento das lacunas na
classificacdo e identificacdo de espécies, tornando o uso de ferramentas
moleculares necessarias em aspectos taxonémicos, ecologicos e evolutivos. Nosso
trabalho, além de ser o primeiro a registrar estas espécies de digenéticos no Parque
do Inga, traz importantes informagbes para o entendimento dos ciclos dessas
espécies, além da sua distribuicdo e ocorréncia no Brasil.
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