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Resumo:

A bacia hidrografica do rio Ivai possui extensdo de 36.587km? e se localiza
totalmente no Estado do Parana. Quanto aos moluscos, os trabalhos na regido séao
escassos. Tais animais tém importancia bioldgica, algumas espécies sao utilizadas
como hospedeiros intermediarios no ciclo de vida de parasitos. Alguns desses
parasitos pertencem a subclasse Digenea (Trematoda) e tém vertebrados como
seus hospedeiros definitivos, inclusive podendo causar zoonoses. Em uma das
possiveis espécies de moluscos coletadas na bacia do rio Ivai, diferentes morfotipos
de parasitos foram encontrados, no entanto, ndo se sabe a qual espécie pertencem
e se os diferentes morfotipos sédo diferentes estagios de desenvolvimento ou nao.
Marcadores moleculares podem ser utilizados para identificar, tanto o molusco,
guanto o parasito. Dessa maneira, 0 presente estudo visou caracterizar
molecularmente espécies de moluscos por meio dos marcadores COI e ITS e seus
respectivos parasitos por meio dos marcadores COI e 28S na regido da bacia do rio
Ivai. As amostras foram amplificadas via PCR e sequenciadas. Os resultados
apontam para a espécie do molusco Aylacostoma chloroticum parasitado por
parasitos de Philophtalmus, possivelmente P. aylacostoma, digenético com potencial
zoondtico.

Introducao

Os gastropodes apresentam uma grande diversidade no que diz respeito a
sua morfologia e habitat, possuem estagio larval de desenvolvimento e, na fase
adulta, corpo mole. Varias espécies podem servir como hospedeiro intermediario
para 0s parasitos, como os trematodeos digenéticos, vermes endoparasitos de
vertebrados com potencial zoonético (HICKMAN et al., 2016). Em espécimes de
moluscos coletadas no rio Ivai, diferentes morfotipos de digenéticos foram
encontrados, no entanto, ndo se sabe se pertencem a mesma espécie ou se
correspondem a diferentes estagios do desenvolvimento de uma mesma espécie.
Devido a quantidade escassa de estudos com esses animais na regido, a
identificacdo das espécies é importante, pois permite compreender o ciclo de vida
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desses parasitos e investigar potenciais danos ambientais, econémicos e a saude
humana. Uma das ferramentas utilizadas na identificacdo de espécies é a de
marcadores moleculares, que detectam polimorfismos ao longo do genoma. As
sequéncias dos marcadores sao curtas e variaveis para cada espécie. Assim, 0
trabalho visou a identificacdo de moluscos coletados na bacia do rio Ivai e seus
respectivos parasitos através dos marcadores moleculares COI, ITS e 28S.

Materiais e Métodos

Nove espécimes de gastropodes, coletados na porcao do baixo rio Ivai, foram
utilizados neste estudo. Os animais foram fotografados e tiveram as glandulas
digestivas removidas para a triagem. Os parasitos digenéticos, quando presentes,
foram classificados como morfotipos 3 e 4 (Tabela 1). A extracdo de DNA do tecido
muscular dos gastropodes e parasitos foi executada com kits de extracdo comercial.
Para os moluscos, o fragmento COI foi amplificado em todas as amostras por meio
dos primers LCO1490 e HCO2198. O marcador da regido interna transcrita do DNA
ribossomal (rDNA), ITS, ndo foi amplificado para estes gastrépodes. O marcador
molecular COI foi amplificado para os parasitos por meio dos primers COI-R trema e
JB3, e o fragmento do gene ribossomal 28S, pelos primers U178 e L1642. Todas as
amostras foram purificadas com polietilenoglicol e enviadas para sequenciamento.
As sequéncias obtidas foram editadas manualmente com o uso do programa BioEdit
e alinhadas utilizando o MEGA 7, com o algoritmo de alinhamento Clustal W. O
calculo de distancia genética foi feito através dos programas MEGA 7 e DnaSP v5.
Sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank, foram adicionadas as analises
e a construcdo da arvore génica, correspondente ao marcador 28S dos parasitos, foi
realizada no software RAXML. O programa jModelTest foi utilizado para avaliar o
melhor modelo de substituicdo nucleotidica. A edicdo da &rvore foi feita pelo
software Interactive Tree Of Life (iTOL). Cloacitrema narrabeenensis e Parorchis
acanthus foram utilizados como outgroup.

Resultados e Discussao

Para as 17 amostras de parasitos triadas neste trabalho obtivemos 15
sequéncias correspondentes ao marcador 28S e 3 ao marcador COI (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de extracdo dos parasitos, gastropodes hospedeiros e respectivos
morfotipos, bem como o marcador amplificado e sequenciado dos parasitos.

N° Extracdo Parasitos N° Extracéo Morfotipos Marcador amplificado
Gastropodes (Parasitos) e sequenciamento
52 6 3 COl e 28S
53 6 4 28S
54 35 4 28S
55 37 3 28S
56 37 4 28S
57 44 3 COl e 28S
58 44 4 28S
51 3 COl e 28S
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60 51 4 ==
61 68 3 28S
62 68 4 28S
63 75 3 28S
64 75 4 28S
65 77 3 --
66 77 4 28S
67 79 3 28S
68 79 4 28S

As trés sequéncias mitocondriais (COI) se mostraram idénticas entre si em seus 685
pb. Ao serem comparadas com sequéncias do banco de dados, apresentaram
maiores percentuais de identidade para o género Philophthalmus, com percentual de
identidade de 92,41% em relacdo a Philophthalmus aylacostoma. Ja em relacdo ao
marcador 28S o percentual de identidade foi de 99,67% em relacdo a P.
aylacostoma, A distancia genética p (pairwise distance) foi calculada para
sequéncias do Genbank com percentual de identidade acima de 95,50%, sendo de
0,3% para P. aylacostoma, 1,2% para P. gralli, 1,5% para P. lucipetus, 2,5% para P.
lacrymosus. Para os outgrups as distancias foram de 4,7% para Cloacitrema
narrabeenensis e 5,6% para Parorchis acanthus.

A andlise da arvore génica (Figura 1) revela que todas as amostras deste trabalho,
para o marcador 28S, incluindo os morfotipos 3 e 4, se agruparam em um mesmo
clado, em conjunto com P. aylacostoma, evidenciando a semelhanca dessas
sequéncias. Quanto aos gastropodes, todos 0s espécimes apresentaram percentual
de identidade de 99,84% a 100% com sequencias de Aylacostoma chloroticum
disponibilizadas no GenBank, sendo pertencentes a essa espécie.

Tree scale: 0.01

AY222248 1 Cloacitrema narrabeenensis
KT956949.1 Parorchis acanthus
— JQ246434.1 Philophthalmus gralli
KX672819.1 Philophthalmus lacrymosus
KX672818.1 Philophthalmus lucipetus

OM273471.1 Philophthalmus aylacostoma
4[ Ext67 Morfotipo3
Ext68 Morfotipo4

Ext54 Morfotipo4
Ext63 Morfotipo3
Ext57 Morfotipo3
Ext55 Morfotipo3
Ext58 Morfotipo4
Ext52 Morfotipo3
Ext56 Morfotipo4
Ext53 Morfotipo4
Ext59 Morfotipo3

Ext62 Morfotipo4
_| Ext61 Morfotipo3
Figura 1. Arvore génica construida utilizando fragmentos da regi&o ribossomal 28S de exemplares de
parasitos coletados no rio Ivai (em vermelho) e sequencias do Genbank (em preto). O modelo de
substituicdo nucleotidica utilizado foi o Jukes-Cantor (JC).
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Sugere-se que os morfotipos 3 e 4 dos parasitos pertencam a mesma espécie e
sejam correspondentes a diferentes estagios de vida desses invertebrados. De
acordo com o percentual de identidade obtido para ambos os marcadores, a
distancia p e a posicdo na arvore génica, provavelmente esses parasitos pertencem
a espécie Philophthalmus aylacostoma. Nesse género a fase adulta pode infectar os
olhos de mamiferos e aves e seu ciclo de vida pode estar relacionado a alguns
problemas, pois 0 uso da agua contaminada para certas atividades pode afetar
rebanhos, aviarios, animais que convivem na regido do rio e até causar zoonoses,
impactando a area no que diz respeito a saude, economia e ambiente, caso a
espécie ndo seja nativa (PINTO; MELO, 2010). Assim como nesse trabalho, ha
registros, na planicie de inundacéo do alto rio Parana, da presenca do molusco
Aylacostoma chloroticum parasitado por 3 espécies de parasitos, de géneros
distintos, dentre eles, Philophthalmus (ONACA et al., 2019).

Conclusbes

Concluimos, a partir da analise do marcador COI, que todos os gastropodes
analisados neste trabalho pertencem a espécie Aylacostoma chloroticum. Os
parasitos provavelmente pertencem, considerando os marcadores (COIl e 28S), a
Philophthalmus aylacostoma. Os resultados obtidos sdo Uteis para auxiliar na correta
identificacdo destes organismos, uma vez que esses parasitos possuem potencial
patogénico e zoonético, e para compreensao da relacdo hospedeiro-parasito do
local.
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