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RESUMO

Atualmente a biodiversidade dos ecossistemas marinhos e dulcicolas tém sido
ameacada, principalmente por problemas ambientais, resultantes da degradacdo dos
ecossistemas. Um exemplo € o trecho do médio rio Tieté, onde a represa de Barra Bonita (SP)
concentra praticamente toda a carga de efluentes organicos oriundos da regido metropolitana
de Sdo Paulo, induzindo a eutrofizacdo com a perda da qualidade da agua. Nesta bacia
hidrografica localiza-se o rio do Peixe, um dos tributarios da represa de Barra Bonita cujas
nascentes estdo nas encostas da Cuesta de Botucatu, apresentando num gradiente altitudinal,
um bom estado de conservacdo ambiental e qualidade de aguas, com uma rica biodiversidade
de peixes associada a presenca de inimeras lagoas marginais. Sob outra Optica, os estudos
relacionados com parasitos e outros patdgenos de organismos aquaticos tém aumentado
consideravelmente a relevancia, principalmente daqueles hospedeiros com potencial para o
cultivo e comercializagdo, face ao aumento significativo destas atividades no Brasil e no
mundo. Entre os agentes responsaveis por doencas em peixes estdo os mixosporideos, que
podem causar grandes prejuizos econdmicos, com altas razdes de mortalidade. Baseado no
exposto, avaliamos neste estudo a biodiversidade dos mixosporideos parasitos de trés espécies
de peixes, através da caracterizacdo morfoldgica, devido a importancia sécio-econdmica deste

rio para a regido e grande diversidade de peixes.

Palavras- chave: Sistema nervoso, mixozoarios, rio do Peixe.



ABSTRACT

Currently the biodiversity of marine and freshwater ecosystems have been threatened,
especially by environmental problems resulting from the degradation of ecosystems, an
example is the stretch of the Middle Tieté River, where the Barra Bonita (SP) focuses almost
the entire load of organic waste coming from the metropolitan region of Sdo Paulo, inducing
eutrophication with the loss of water quality. This basin is located the Fish River, a tributary
of Barra Bonita whose sources are on the slopes of the Cuesta de Botucatu, presenting an
altitudinal gradient in a good state of conservation and water quality, with a rich biodiversity
of fish associated with the presence of many lagoons. From another perspective, the studies
related to parasites and other pathogens of aquatic organisms have considerably increased the
relevance, especially those with potential hosts for growing and marketing, given the
significant increase in these activities in Brazil and worldwide. Among the agents responsible
for diseases in fish are the myxosporean, which can cause significant economic damage, with
high mortality ratios. Based on the above assessed in this study the biodiversity of
myxosporean parasites of three species of fish, through morphological, due to socio-economic
importance of this river to the region and great diversity of fish.

Keywords: nervous system, mixozoarios, River Fish.



1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tem aumentado consideravelmente a relevancia dos estudos
relacionados com parasitos e outros patdgenos de organismos aquaticos, principalmente
daqueles hospedeiros com potencial para o cultivo e comercializagdo, face ao aumento
significativo destas atividades no Brasil e no mundo (Luque, 2004). O ambiente aquéatico é
um meio no qual o acesso a infeccdo por agentes patogénicos torna-se facilitado, assim o
estudo dos agentes causadores de patologias nos peixes é um campo de crescente importancia,
pois sabe-se que estes agentes podem provocar elevadas taxas de mortalidade, redugéo das
capturas ou diminuicdo dos valores comerciais dos exemplares atacados (Eiras, 1994). Entre
0s agentes responsaveis por doencas em peixes estdo 0s mixosporideos, que causam Ssérios
prejuizos para as espécies de peixes economicamente importantes (Barassa et al., 2003). Um
potencial patogénico tem sido registrado em um grande numero de mixozoarios que podem
afetar qualquer 6rgdo do corpo do peixe e causar vérias lesdes. Espécies do género
Henneguya e Myxobolus podem causar atrofia nos érgédos invadidos causada pelo crescimento
dos grandes plasmodios. Contudo, mais de 1330 espécies de mixosporideos tém sido
registradas, e somente algumas sdo conhecidas por causar sérias ou fatais infec¢des, uma vez
que tanto os mixosporideos quanto seus hospedeiros estdo adaptados um ao outro (Vita et al.,
2003).

A classe Myxosporea, pertence ao Filo Myxozoa e contém 62 géneros (Griffin et al.,
2008). Os dois principais géneros, da classe Myxosporea sdao Myxobolus e Henneguya.
Algumas espécies infectam peixes que sdo economicamente importantes como recurso
pesqueiro e outras infectam peixes cultivaveis, podendo causar grandes prejuizos econdmicos,
com altas razdes de mortalidade. Os peixes sdo a principal fonte de proteina de varias
populacBes na América do Sul. A alta demanda de peixes tem resultado em uma necessidade
de extensivos estudos em peixes que tenham potencial para cultivo (Eiras et al., 2010).
Segundo Martins et al. (1999) a baixa qualidade da agua e o estresse predispdem 0s peixes
cultivados as infeccdes por estes mixozoarios.

Myxobolus é o género com maior nimero de espécies dentro da classe Myxosporea.
Estes parasitos infectam principalmente peixes, mas um pequeno nimero de espécies pode
parasitar anfibios e reépteis. Eiras et al. (2005) realizaram uma sinopse do género e
caracterizaram 744 espécies. No Brasil, existem 39 espécies descritas até 0 momento. A
espécie mais estudada deste género é M. cerebralis, que provoca a “doenca do rodopio” ou
“doenca da cauda negra”. A doenca manifesta-se nos exemplares jovens. Se localizados na

cartilagem, perto da cépsula auditiva provocam distarbios natatdrios caracteristicos. Os



esporos quando estdo localizados na cartilagem da coluna vertebral, numa zona posterior a 262
vertebra, exercem pressdo sobre 0s nervos caudais que controlam a pigmentacdo da cauda,
ficando esta intensamente enegrecida. Esta doenca esta incluida na lista de doencas de peixes
de declaracédo obrigatdria nos paises em que existe legislacao sobre as mesmas (Eiras, 1994).

Henneguya é o segundo género em nimero de espécies dentro da classe Myxosporea.
Apresenta uma ampla distribuicdo geografica e infecta peixes marinhos e dulcicolas, mas na
América do Sul, poucas sdo as espécies conhecidas. No Brasil existem 55 espécies descritas.
Os cistos podem estar localizados no coracdo, cérebro, musculo, vesicula biliar, olhos,
gbnadas, sistema nervoso e outros locais, mas o local preferencial para a localizacdo dos
cistos sdo as branquias nas formas intra e interlamelar. A presenca de cistos nas branquias
associada com hiperplasia e inflamacdo aumenta a aderéncia entre as lamelas secundarias.
Este fato, juntamente com a producdo de muco pode causar a Sindrome Respiratoria e o
consequente sufocamento dos peixes. Algumas espécies podem causar grandes perdas
econdmicas, devido a dificuldade de comercializacdo dos peixes infectados.

O rio do Peixe (Figuras 1, 2 e 3) tem suas nascentes localizadas no municipio de Torre
de Pedra (SP) na regio junto a Area de Preservacio Ambiental (APA) da Cuesta Basaltica de
Botucatu abrangendo uma sub-bacia de drenagem equivalente a 584,0 Km? no sentido do eixo
Sul-Norte. Segundo Caramaschi (1986), trata-se de um rio que apresenta um forte gradiente
latitudinal com um desnivel que inicia ao 700 m de altitude chegando a 430 m na sua
desembocadura com a represa de Barra Bonita, no municipio de Anhembi (SP). As
caracteristicas fisiograficas e paisagisticas mudam neste gradiente altitudinal, com trechos de
vegetacdo primaria nas encostas da Cuesta e fragmentos de mata de galeria entremeadas por
pastagens e pequenos rocados. Na regido mais proxima a represa, existem varios ecossistemas
que fazem interface com o rio principal. Além de fragmentos de mata de galeria, ha varias
lagoas marginais que apresentam mosaicos de macrdfitas aquéticas que estdo conectadas com
0 rio, sob o regime hidrolégico natural e antropico (operacdo da UHE de Barra Bonita).
Também, em grande extensdo do seu entorno, pode-se observar crescente ocupacdo humana
(chacaras de lazer e ranchos de pescadores esportivos e artesanais), atividades agricolas
intensas (particularmente cana-de-agucar) e atividades de pecuaria bovina (Novaes, 2008).

No Brasil existem somente dois trabalhos que registram Henneguya e Myxobolus no
sistema nervoso de seus hospedeiros: Kent e Hoffman (1984) descreveram as espécies, M.
inaequus e H. theca parasitando o cérebro de Eigmannia virescens e Azevedo et al. (2011)
descreveram a espécie H. torpedo parasitando o cérebro e a medula espinhal de

Brachyhypopomus pinnicaudatus.
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O presente estudo teve como objetivo analisar a biodiversidade dos mixozoarios
parasitos das espécies de peixes dominantes no Rio do Peixe, através da caracterizacdo
morfoldgica, histoldgica e molecular de mixozoarios presentes em tecido nervoso e cérebro de
trés espécies de peixes pertencentes a ordem Characiformes, Prochilodus lineatus (Figura 4),
Astyanax altiparanae (Figura 5) e Cyphocharax modestus (Figura 6) coletadas no rio do

Peixe.
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Figura 1. Mapa da area de estudo, mostrando detalhes do rio e suas coordenadas geogréficas.
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Figura 2. Mapa do Brasil com destaque para o Estado de Sdo Paulo e microbacia do rio do
Peixe. Ao fundo, em A, vista panoramica da area de estudo (indicador amarelo); e abaixo, em
B, as estacOes de coleta no baixo rio em Anhembi (SP): 1. Foz, 2. Lagoa da Usina e 3. Calha
do Baiano e, em C, porcdo do médio rio, em Conchas (SP): 4. Santa Gertrude. As setas

indicam a direcdo do fluxo de agua dos rios. Fonte: Google Earth
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Figura 3. Foto do rio do Peixe, municipio de Anhembi, estado de S&o Paulo.

Figura 4. Espécime de Prochilodus lineatus coletado do rio do Peixe. Escala: 5cm.
Fonte: FishBase
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Figura 5. Espécime de Astyanax altiparanae coletado do rio do Peixe. Escala: 2 cm.

Fonte: FishBase
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Figura 6. Espécime de Cyphocharax modestus coletado do rio do Peixe. Escala: 3cm.
Fonte: FishBase

2. MATERIAL E METODOS

Um total de 70 peixes foi analisado sendo 20 P. lineatus, 30 A. altiparanae e 20
C. modestus. Para a captura dos peixes foram efetuadas coletas utilizando-se redes de
espera simples de diferentes malhas. As redes de espera foram agrupadas em lotes com
cinco panos de redes da seguinte forma: para o ponto situado na calha ou canal principal do
rio, local com maior profundidade, foram utilizados dois corddes de redes de espera, um
de malhas pequenas e outro de malhas grandes, e foram instaladas na regido litoranea e em
ordem crescente de malha; na lagoa, cuja profundidade geralmente &€ menor, apenas
um lote de redes pequenas foi usado. Intercaladas as coletas com redes de espera,
outros aparatos de captura como redes de arrasto (de 200 m de comprimento) e peneiras
foram também utilizados, com o intuito de completar a amostragem desejada.

Apo6s a coleta, de cada espécime e a respectiva identificacdo especifica, foram

registradas as seguintes informacfes: data e ponto da amostragem, comprimento padrdo
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(cm) e peso total (g).

Pequenas porg¢des do tecido nervoso que apresentaram ou nédo coloracdo diferenciadas
e amostras de cistos, foram examinados a procura de mixozoarios. A coleta e
processamento dos parasitos foram realizadas de acordo com os procedimentos indicados
por Eiras et al. (2000). As cabegas e as cartilagens da coluna vertebral dos referidos
hospedeiros foram cortadas e colocadas em um banho de 40-50 °C por dois a trés minutos
de maneira que os tecidos se separem facilmente da cartilagem, que foram separadas a
volta do crénio e regido dos otolitos e colocadas em recipiente onde foi acrescentado um
volume igual de formalina 10% e posteriormente foram macerados. O material resultante
foi depositado em béquer até sua sedimentacdo. Posteriormente foi retirado do fundo do
béquer, de 5-10 gotas do sedimento e com este sedimento, foram montadas laminas que
ficaram em repouso até secagem completa, posteriormente estas laminas foram coradas
durante o periodo de cinco minutos com uma solucdo aquosa de verde de malaquita e
enxaguadas com agua corrente e 0 excesso de corante foi retirado utilizando alcool em
concentracdo crescente (70%, 95% e 100%) durante 30 segundos para cada concentracao
(Eiras et al., 2006).

A andlise morfométrica dos esporos frescos foi realizada, utilizando sistema de
analise de imagens QWin Lite 3.1 acoplado a um microscopio Leica DMLS seguindo os
métodos de mensuracdo especificos. As fotografias foram realizadas em um microscépio
com o dispositivo para Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC). Para a identificacdo e
diagnostico dos mixozoarios foram utilizados os trabalhos especificos para as espécies
encontradas neste estudo Todo o material coletado das brénquias que apresentaram
alguma caracteristica suspeita, também foi analisado, pois € possivel que exista uma
correlacdo entre as espécies presentes nos varios locais de infeccdo dentro deste
hospedeiro.

Os varios fragmentos de tecidos coletados por ocasido das necropsias foram
identificados e fixados em solucdo de Karnovsky e conservados na solugdo por tempo
indeterminado até o0 momento do processamento do material. Apés a fixacdo, foi realizada
a retirada do material do fixador e iniciada a desidratacdo em concentragcOes crescentes de
alcool (trés lavagens em 70°GL substituido a cada duas horas, em seguida, o material
permaneceu em alcool 95°GL por 4h). Foi realizada a passagem do material para uma
mistura de resina + alcool por 12 horas. Finalmente o material foi transferido para a resina

de infiltracdo e, posteriormente, foi feita a inclusdo do material com a resina. De
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acordo com as necessidades, foram realizadas as coloracGes especiais de acordo com
Michalany (1980).

Para a analise molecular , os plasmodios foram tomados a partir de tecido do
hospedeiro e recolhidos para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. O DNA do Myxobulus
foi extraido por meio da QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com as
instrucGes do fabricante. O DNA foi entdo quantificado e qualificado através de Nano Drop
espectrofotdbmetro com 1,0 uL da amostra e electroforese em gel de agarose a 0,7% (1080
ng/ul). As amostras foram diluidas com TE e a concentracdo de trabalho foi de 100 ng/ul .
O 18S rDNA foi amplificado com os primers universais ERIB1 e ERBIB10 (Barta, 2007).
Reacbes Nested PCR foram realizadas usando o primer conjunto MX5-MX3 (Andree,
1999). As reacdes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 mL de volume total de 25
uL, com 10 pmol de cada primer (25 uM), 2,5 uL de TaKaRa Taq® tampéo Hot Start verséo
de PCR 10X, 5 mmol de dNTPs, 0.625U de TaKaRa Taq® Hot Start Taq polimerase, 13,75
uL de H20 e 2 uL a partir da amostra. A incubacédo foi realizada em um termociclador
Eppendorf Mastercycler Personal, com a desnaturacao inicial a 95 °C durante 10 minutos,
seguido por 30 ciclos com desnaturagéo a 95 °C durante 1 minuto, hibridacdo a 48 °C
durante 1 minuto e extensdo a 72 °C durante 2 minutos, e depois uma extensao final a 72 °C
durante 10 minutos. A eficiéncia de amplificacdo foi controlada por eletroforese da reacao
em gel de agarose a 1,5% preparada num tampdo TBE 1X (0.09M Tris -Borato; 0.002
EDTA) e coradas com brometo de etidio (0.1ug/mL) em 100V durante 40 minutos. O
tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrdo de 250 pb e depois
fotografados num transiluminador UV. As bandas obtidas a partir dos produtos da reagédo
foram cortadas a partir do gel de agarose e purificado por meio de illustra GFX™ PCR
DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). Apds a purificacdo, a amostra de DNA
foi quantificada através de Nano Drop (Eppendorf) de absorvancia 260 nm (A260). As
reacOes de sequenciacdo foram realizadas por meio de ABI PRISM Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), o qual contém os iniciadores
nas direcOes a frente (5' -3') e reverso (3'-5'). As reac¢des foram realizadas em microtubos de
0,2 mL com o volume total de 10 uL, contendo 2,0 uL de kit de reacdo ABI PRISM Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems), 0,5 uL de o iniciador
direto (10 uM) e 2,0 uL da PCR obtida do produto. As mesmas reacdes foram repetidos
usando o iniciador de sentido reverso (10 pM). A incubacdo foi realizada em um

termociclador (PTC 200, MJ Research), com uma desnaturacdo inicial a 96 °C durante 5
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minutos, seguido por 35 ciclos com desnaturacdo a 96 °C durante 30 segundos, hibridacao a
58 °C durante 60 segundos e extensdo a 60 °C durante 4 minutos. Os produtos obtidos
através de sequenciacdo foram submetidos a precipitacdo. Oitenta ug de isopropanol 80%
foram inicialmente adicionados aos microtubos contendo os produtos da reacdo. As
amostras foram, entdo, centrifugadas a 16.100g durante 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Apos a adicdo de 150 ug de etanol a 70%, foi realizada uma outra centrifugacéo,
e 0 sobrenadante foi descartado. A eliminacdo do alcool superior foi feito no concentrador
(Concentrador 5301 , Eppendorf). As amostras foram diluidas em 2,2 uL de azul dextrano
com uma adicdo de 5° Dye (Applied Biosystems) em uma concentracdo de 1:8 para
posterior aplicacdo de gel desnaturante de 5% de uréiapoliacrilamida (Long Ranger Singel
Packs/BMA). O sequienciamento foi feito em DNA Sequencer ABI Prism 377 (Applied
Biosystems), com tensdo fixa em 300V e intervalo de tempo para a coleta de sinais
fluorescentes em 2.400 exames/hora. A corrida de eletroforese foi realizada em tampdo TBE
1X (0.09 M Tris -Borato; 0.002 EDTA), durante 3 horas e 30 minutos a 200 W, a uma
temperatura aproximada de 51 °C. Durante a eletroforese, a fluorescéncia detectada na area
de scanner a laser foi recolhida e armazenada pelo software de Data Collection 2.6 (Applied
Biosystems). As amostras foram analisadas trés vezes e os dados foram depois analisados
por software de sequenciacdo Analysys 3.4 (Applied Biosystems), através da transformacao
de intensidade da fluorescéncia em picos correspondentes aos nucletideos (cromatograma).
Um padrdo de nucleotideo-nucleotideo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(blastn) foi procurado (Altschul, 1997). As sequéncias das espécies Myxobolus obtidos a
partir de P. lineatus foram alinhadas com sequéncias obtidas no GenBank utilizando CLC
Sequence Viewer (Aarhus, Dinamarca). Para avaliar a posicdo das espécies Myxobolus
obtidos a partir de P. lineatus em relacdo ao outro Myxobolus spp., analises filogenéticas
foram realizadas utilizando os métodos filogenéticos de probabilidade méxima (ML)
utilizando MEGA 5.0 Software (Tamura, 2011) (Tempe, EUA). Arvore inicial para a busca
heuristica foi obtida através da aplicacdo do método de Neighbor-Joining a uma matriz de
distancias entre pares estimados usando a Maximum Composite Likelihood (MCL)
abordagem. A anélise Bootstrap (1000 repeticdes) foi utilizada para avaliar a robustez
relativa dos ramos das arvores. As espécies Ceratomyxa sparusaurati foram utilizados como

grupo externo nas analises filogenéticas
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3. RESULTADOS

Dos 30 espécimes de A. altiparanae analisados, oito estavam parasitados por
mixozoarios pertencentes aos géneros Henneguya e Myxobolus. Em seis espécimes de
Astyanax altiparanae foram encontrados varios cistos de Henneguya sp. 1 (Figuras 7A e 7B)
parasitando as branquias deste peixe, em outro espécime foram encontrados esporos de
Henneguya sp. 2 no sistema nervoso (Figura 8) e cistos desta mesma espécie nas branquias
(Figuras 7C E 7D) enquanto que outro espécime tinha sua medula parasitada por esporos de
Henneguya sp. 2 e Myxobolus sp.

Dos 20 espécimes de P. lineatus necropsiados oito estavam parasitados por mixozoarios
pertencentes aos géneros Henneguya e Myxobolus. Em somente um espécime foram
encontrados esporos de Henneguya sp. 1 no sistema nervoso proximo a regido dos otolitos.
Nos outros sete espécimes foram encontrados varios cistos de Henneguya sp. 1, Henneguya
sp. 2 e Myxobolus sp. nas branquias deste hospedeiro (Figuras 9A-C).

Em C. modestus, ndo foi encontrado nenhum cisto ou esporo presente em tecido nervoso
ou branquias deste hospedeiro. A andlise histoldgica das branquias de P. lineatus (Figura 12)
com Myxobolus sp. revelou numerosos cistos bem delimitados na base dos filamentos
branquiais, na regido da musculatura estriada proximos as artérias branquiais, porém nenhuma
resposta inflamatéria pronunciada foi encontrada no local de infeccdo. A anélise de MET
(Figuras 10-11) apresenta o detalhe ultraestrutural de uma sec¢do longitudinal da capsula polar
(PC), mostrando diferentes se¢des do filamento polar (PF) com 10 voltas.

Na analise molecular o par de primers MX5-MX3 especifico amplificou com sucesso
um fragmento de aproximadamente 1.600 pb do gene 18S rDNA nos esporos obtidos de
plasmodios encontrados infectando filamentos branquiais de P. lineatus. As amostras foram
triplicadas e apresentaram 100% de similaridade, quando sequenciadas e alinhadas. Né&o
corresponderam a busca, usando os dados da sequéncia 18S rDNA parciais (1.527 pb) de
Myxobulus sp. nov., qualquer um dos Myxozoa disponiveis no GenBank . Os dados da
seqiiéncia mostraram 73% de similaridade com Myxobolus oliveirai a espécie mais
intimamente relacionada.

Nas andlises filogenéticas (figura 13), as especies de Myxobolus foram agrupadas em
seis linhagens distintas. Estas espécies restantes foram agrupados em um grupo monofilético
composto por numerosas espécies. Myxobolus lomi sp. nov. foi agrupado com outras dez

espécies de Myxobolus, sendo apenas quatro destes parasitas de branquias.



18

Figura 7. A Cisto de Henneguya sp. 1 nas branquias de Astyanax altiparanae Garutti &
Britski, 2000 B. Esporos de Henneguya sp. 1; e C-D. Esporos de Henneguya sp. 2
encontrados nas branquias de Astyanax altiparanae coletado no rio do Peixe.



Figura 8. Esporos de Henneguya sp. 2 no sistema nervoso de Astyanax altiparanae.
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Figura 9. A. Esporos de Henneguya sp.1; B. Esporos de Henneguya sp.2; C. Esporos
de Myxobolus sp. Todos coletados parasitando as branquias de Prochilodus lineatus

(Valenciennes, 1837) coletados no rio do Peixe.
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Figura 10-11. Microscopia Eletrénica de Transmissdo do mixozoario Myxobolus sp. no peixe
Prochilodus lineatus. 1. Detalhe ultraestrutural de uma secdo longitudinal da cépsula polar
(PC), mostrando diferentes se¢des do filamento polar (PF), parede da capsula com uma Unica
membrana (Seta branca) e detalhe da regido apical da capsula polar (cabeca da seta); 2. Secdo
transversal da capsula polar mostrando dois nacleos (*) e duas capsulas polares com filamento

polar (PF) e linha de sutura da parede do esporo (cabeca da seta).
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Figura 12. A. Corte histologico das branquias de Prochilodus lineatus mostrando cisto (seta)
na base do filamento branquial. B. Visdo aumentada do cisto, mostrando o desenvolvimento
sincrono(todos 0s esporos no mesmo estagio de desenvolvimento).
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i’: Myxobolus bizerti - AY129318

74 Myxobolus episquamalis - AY129312
99 _|: Myxobolus ichkeulensis - AF378337
100 Myxobolus spinacurvatura - AF378341
Myxobolus exiguus - AY129317

37

[ Myxobolus osburni - AF378338
1A 47 L Myxobolus procerus - AY865296
Myxobolus lomi sp. nov. - KF677014
Myxobolus oliveiral - HM754633

95| [ Myxobolus hakyi - FJ816269
100 L Myxobolus pangasii - FJ816270

83 48

[ Myxobolus bramae - AF507968
oo l— Myxobolus obesus - AY325286

] Myxobolus cultus - AB121146
Myxobolus lentisuturalis - AY278563

70

64 — Myxobolus nagaraensis - AB274267

o6| [ Myxobolus portucalensis - AF085182
77— Myxobolus sandrae - AF085181
Myxobolus cordeirol - FJ827757

Ceratomyxa sparusaurati - AF411471

Figura 13. Arvore filogenética condensada mostrando a relagéo entre Myxobolus sp. e outras
sequéncias de nucleotideos de Myxobolus spp. Baseado no 18SrDNA parcial. A analise
evolucionéria foi inferida usando o metodo de Maxima parciménia (MP). A arvore de
consenso de bootstrap inferida a partir de 100 réplicas foi tomada para representar a historia
evolutiva dos taxa analisados. A percentagem de arvores replicadas em que os taxons
associados foram agrupados juntos no teste de bootstrap (100 réplicas) sdo mostrados ao lado
dos ramos. A arvore MP foi obtido usando o algoritmo Close-Neighbor-Interchange. Os
numeros de acesso no GenBank sdo dadas apds o nome das espécies. NUmeros acima dos nos

indicam os niveis de confianca do bootstrap.

4. DISCUSSAO
As duas espécies encontradas parasitando A. altiparanae e pelo menos uma das
espécies de Henneguya e a espécie de Myxobolus encontradas parasitando P. linetaus tratam-
se de novas especies para a ciéncia. O encontro de Henneguya sp. 1 em uma regido proxima
aos otolitos de P. linetaus é de extrema importancia, ja que estes tém a funcéo de controlar a
posicéo do corpo do animal, ou seja, manter o equilibrio postural. A presenga de mixozoarios
no sistema nervoso de A. altiparanae, pode significar que o peixe esteja contaminado com a

“doenca do rodopio” ou “doenca da cauda negra”. Alem disso o fato de os parasitos serem
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encontrados em peixes de pequeno tamanho, pode indicar que o parasitismo influencia no
crescimento dos peixes, dificultando o mesmo.

Vem sendo demonstrado que a identificacdo de tais parasitas usando caracteristicas
morfoldgicas somente é muitas vezes insuficiente para finalizar um diagnéstico preciso. O
emprego de métodos moleculares por meio de SSU rDNA - para além de marcadores
morfologicos — permitem a discriminag@o de confianca entre as espécies, independentemente
de seu estagio de vida (Iwanowicz, 2008).

Segundo Barassa et al. (2012) vérias espécies de Henneguya induzem patogenia em
seus hospedeiros. Porém a maioria das espécies induz pouca ou nenhuma resposta do
hospedeiro e a condicdo mais comumente encontrada nas analises histologicas é o
encapsulamento do plasmddio por tecido conectivo e fibrético isolando o parasito e
prevenindo sua disperséo para os tecidos adjacentes. As branquias de P. lineatus infectadas
por Henneguya sp. 2 ndo mostra nenhuma reacdo por parte do hospedeiro e o plasmédio esta
bem delimitado. Porém em grandes quantidades talvez este parasito possa comprometer a
respiracdo deste hospedeiro, ja que as trocas gasosas sao realizadas nas branquias dos peixes.

O fato de ndo serem encontradas respostas inflamatérisa pronunciadas no local da
infeccdo por Myxobolus sp., € similar aos resultados encontrados por outros autores em
especies de myxozoarios descritos no Brasil (Barassa et al. 2003, Eiras et al. 2008, 20009,
Adriano et al. 2009a, b, Milanin et al. 2010). Porém, como os cistos foram encontrados
muito préximo as artérias branquiais, talvez com o aumento dos cistos, uma possivel
compressdo sanguinea possa ocorrer prejudicando a funcdo branquial destes exemplares
acometidos por Myxobolus sp.

Na maior parte das descricdes de Henneguya sp. infectando branquias em peixes da
América do Sul a localizacdo dos parasitas ndo é referido. Geralmente as indicagfes séo de
que as espécies ocorrem nas branquias, especialmente nas descricdes mais antigas, e apenas
em alguns casos, a localizacdo exata no orgao é dada precisamente. llustracdes e histologia da
infeccdo sdo raramente fornecidas. Portanto, os locais exatos de um ndmero de espécies
permanece incerto (Eiras, 2008). Este trabalho teve como objetivo descrever a presenca de
espécies de mixozoarios no sistema nervoso de peixes, visto que no Brasil o0 assunto é muito
pouco abordado, além de correlacionar com outros sitios de parasitismo do mesmo parasita.

A auséncia de mixozoarios em C. modestus pode ser explicada pela baixa quantidade
amostral de hospedeiros ou pela época de coleta ndo ser propicia a presenga de mixozoarios
nesse hospedeiro.
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A presenca de mixosporideos pode causar grande perda econdmica devido a alta
mortalidade causada por eles em pisciculturas, e no meio silvestre pode causar grandes
prejuizos ao hospedeiro pela possivel perda de crescimento corporal e pela maior chance de
ser predado devido as possiveis doengas presentes e menor tamanho.

Foram analisadas no trabalho uma nova espécie de mixozodario parasito de peixes,
além de terem sido relatados os primeiros registros no Rio do Peixe e um novo sitio de

infeccdo de mixozoarios em A. altiparanae.
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