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RESUMO:

Os parasitos do filo Myxozoa sdo endoparasitas obrigatorios que infectam
peixes, anfibios, répteis, mamiferos, aves aquaticas em diversas regides do mundo, com
mais de 2180 espécies descritas, estando entre 0s mais importantes patégenos de peixes,
porém, pouco se conhece deste parasito em peixes do Brasil. Neste estudo foram
realizadas coletas entre marco e setembro de 2016, na qual foram coletados 30
exemplares de curimba (Prochilodus lineatus) e dezessete exemplares de lambari
(Astyanax altiaparanae), oriundos do rio Batalha, em dois locais de coleta, um ponto de
coleta no municipio de Regindpolis e outro ponto no municipio de Agudos, estado de
Sdo Paulo. Foram utilizadas analises morfolégicas (microscopia de luz, histologia e
analise ultraestrutural), técnicas de biologia molecular (PCR e sequenciamento) na
descricdo de duas espécies de Henneguya Duas espécies foram documentadas neste
estudo, uma delas foi encontrada infectando o filamento priméario da branquia de P.
lineatus e é descrita neste estudo como Henneguya prochilodus e outra espécie
encontrada infectando o filamento secundario da branquia de A. altiparanae, a qual foi
proposto uma descricdo expandida da Henneguya chydadea Barassa et al. (2003),
previamente descrita utilizando analises morfoldgicas e histopatologia. Anélise
filogenética do gene 18S rDNA foi realizada para avaliar a relacdo filogenética dessas
duas espécies de Henneguya com outras especies de mixosporideos da America do Sul e

de outras regides do mundo.

Palavras-chave: 18S rDNA; Characiformes; Henneguya; Histologia; Myxozoa;

Ultraestrutura



ABSTRACT

The Myxozoa parasites are obligate endoparasites that infect fish, amphibians, reptiles,
mammals, waterfowl in several regions of the world, with more than 2180 described
species, being among the most important fish pathogens, but little is known of this
parasite in fish from Brazil. In this study were collected from March to September 2016,
where 30 specimens of Curimba (Prochilodus lineatus) and seventeen specimens of
lambari (Astyanax altiaparanae) from the Batalha River, in two collection sites, a
collection point in the municipality of Regindpolis and another point in the municipality
of Agudos, state of Sdo Paulo. Morphological analyzes (light microscopy, histology and
ultrastructural analysis), molecular biology techniques (PCR and sequencing) were used
to describe two species of Henneguya. Two species were documented in this study, one
of which was found infecting the primary filament of the gill of P. lineatus and is
described in this study as Henneguya prochilodus and another species found infecting
the secondary filament of the gill of A. altiparanae, which has been proposed an
expanded description of Henneguya chydadea Barassa et al. (2003), previously
described using morphological analysis and histopathology. Phylogenetic analysis of
the 18S rDNA gene was performed to evaluate the phylogenetic relationship of these
two species of Henneguya with other species of myxosporids from South America and

other regions of the world.

Keywords: 18S rDNA,; Characiformes; Henneguya; Histology; Myxozoa; Ultrastructure



1 INTRODUCAO

e Consumo e producéo de pescado

Evidencia-se um crescimento na importancia de uma alimentacdo saudavel nas
ultimas décadas. Devido aos beneficios encontrados nos peixes, como alta qualidade das
proteinas e nutrientes, presenciamos esse aumento de forma acentuada do consumo de
pescado, principalmente em regides em desenvolvimento, pois 0S peixes s&do
considerados a principal fonte de proteina para humanos (Woo, 2006).

De acordo com a FAO (2016), o consumo mundial de pescado em 2014
apresentou indices por volta de 20 kg habitante/ano e uma producédo estimada de mais
de 160 de toneladas, ficando muito préximo da previsdo de 22 kg habitante/ano até
2030 e uma producao de 195 toneladas.

Tanto o consumo quanto a producdo de pescado no Brasil apresentaram um
crescimento em relacdo aos outros anos, segundo o relatério da FAO (2016). Ainda
segundo o relatorio, os dados apontaram que, em 2015, foram 483 mil toneladas de
pescado produzido, com incremento de 1,5% em relacdo a 2014 e um consumo de 14,4
kg por habitante/ano, superando o recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude,
que € 12 kg, por habitante, a cada ano. Complementando o relatorio, as projecdes
apontam incremento no setor, estimando que o Pais deve registrar crescimento de 104%
na pesca e aquicultura até 2025. Segundo o estudo, 0 aumento na producdo brasileira

sera 0 maior registrado na regiao.



e Peixes no mundo e Brasil

Segundo Eschmeyer & Fong (2015), estimasse que atualmente existam no
mundo 60.000 espécies de vertebrados descritos, e destas, aproximadamente 32.000 sdo
peixes e, apenas na ultima década, cerca de 3.900 novas espécies foram descritas. A
regido Neotropical quando comparada a outras regifes apresenta alta diversidade, sendo
aproximadamente 7.000 espécies descritas. No entanto, esses dados podem ser maiores
visto 0 nimero de espécies ndo descritas, porém reconhecidas (Albert & Reis, 2011).

O continente sul-americano possui uma grande quantidade de rios e lagos, a
maior bacia hidrografica do mundo (Bacia Amazodnica) e o Pantanal (Britski et al.,
2007). Nos rios e bacias hidrograficas da América do Sul, segundo Chiarello et al.
(2008), encontramos uma grande heterogeneidade, alta diversidade morfolégica e
importantes atributos ecoldgicos, representando assim a mais rica e diversificada fauna
de peixes do mundo. Anteriormente era considerada exagerada a estimativa de 8 mil
espécies de peixes nos rios e lagoas sul americanas, porém, as mais de 100 descri¢cdes
de novas espécies/ano provenientes da Ultima década permitem agora estimar a
ictiofauna em aproximadamente 9 mil espécies. Dessas, entre 4 e 10% estdo ameacadas
de extin¢do, um nimero baixo quando comparado com as taxas da América do Norte e
Europa, com 27 e 37%, respectivamente (Reis et al., 2016). O Brasil abriga grande parte
dessa ictiofauna, embora o conhecimento sobre a sua composi¢édo nas diferentes bacias
hidrograficas brasileiras seja deficiente e irregular, tal fato pode ser verificado
observando locais com maior numero de espécies, com importancia econdmica,
ecologica e social, e que diversas espécies ameacadas de extingdo ndo sdo estudadas e

preservadas (Menezes et al., 2007).
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¢ Rios do Brasil e o rio Batalha

O Brasil tem como denominacdo o termo pais continental, devido ao grande
tamanho de sua &rea territorial, superior a 8.000.000 Kmz2. Sendo assim, compreende
uma vasta quantidade de recursos hidricos, contendo 12% de toda agua doce mundial
(Bizerril & Primo, 2001). No entanto, a¢cdes antropicas nestes ecossistemas dulcicolas,
como o represamento e construcao de usinas hidroelétricas, destruicdo de matas riparias,
assoreamento, contaminacdo por pesticidas agricolas levam a drastica reducdo da
biodiversidade de peixes (Carvalho, 2009). Os rios brasileiros, pequenos e grandes,
estdo sendo degradados por essas interferéncias antrOpicas, em varios niveis de
degradacdo por variados motivos, sendo o principal, o econdmico. Os rios do Sudeste
brasileiro, principalmente, sofrem com esse aumento continuo de degradacéo, seja pela
necessidade econémica por espagco de plantio e energia, pelo despejamento de
agrotoxicos em rios e/ou pelo crescimento desenfreado das cidades proximas a rios
(Pinto et al., 2006).

Segundo Silva et al, 2009, pode-se citar como exemplo o rio Batalha, que
percorre cerca de 167 km e pertence a Bacia Hidrografica do Tieté. Sua nascente esta
localizada na Serra de Jacutinga em Agudos no estado de S&o Paulo e percorre 0s
municipios de Agudos, Piratininga, Duartina, Bauru, Galia, Presidente Alves, Pirajuli,
Balbinos, Regindpolis e Uru, aonde desagua no rio Tieté (Figura 1). Ainda segundo este
autos, algumas atividades antrépicas (monocultura e pecuéria), tem reduzido a mata
nativa e ripicola, ocasionando assim, exposi¢do das areas de nascentes, alteracdes da
qualidade de suas aguas e processos progressivos de erosdo nas areas adjacentes ao rio,

conduzindo a um assoreamento de seu leito.
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Figura 1. Caminho percorrido pelo rio, desde sua nascente em Agudos até sua foz no Tieté,

depois de Regindpolis. Setas indicam o sentido de direcdo do rio e marcacfes cidades proximas e rio

Tieté (Fonte: Google earth TM).

Segundo a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), a 4gua do
rio Batalha € considerada de boa qualidade, mesmo deparando-se com a crescente
instalagdo de grandes inddstrias nas cidades que margeiam o rio Batalha contribuindo
com a poluicdo deste rio. Além disso, existe a situacdo de algumas cidades que o
margeiam ndo tratam totalmente do seu esgoto, utilizando o rio como destinatario final
“in natura”. O rio € responsavel pelo abastecimento de 38% da cidade de Bauru, maior
cidade que o margeia, com 369.368 habitantes, segundo o IBGE de 2016, tendo sua
4gua proveniente da lagoa de captacdo do DAE (Departamento de Agua e Esgoto de

Bauru), que foi construida em 1943, passando por uma ampliagcdo em 1967 e em agosto
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de 2004 passou por uma nova expansao da area alagada (Silva et al, 2009). Hoje tem
uma capacidade de captacdo média diaria de 0,5 m¥/segundo e vazao de exploracédo de
1800 m?/hora, atualmente a sua area tem formato irregular com comprimento que pode
variar de 200 a 700 metros, largura de 15 a 200 metros e uma profundidade variando de
0,60 a 2,0 metros, apresentando apenas um pequeno trecho com vegetacéo ciliar em sua
margem. Localizando-se no limite entre os municipios de Bauru (22°18°54”S e
49°03°3970) e Piratininga (22°24°46”S e 49°08°057°0), na regido centro-oeste do
Estado de S&o Paulo (Silva et al., 2009).

De acordo com os pesquisadores Silva et al. (2009), no rio Batalha, a ordem
Characiformes apresenta a maior riqueza de espécies e as familias Characidae,
Curimitidae e Prochilodontidae como as mais representativas. Peixes da familia
Prochilodontidae s&o importantes para o comercio de subsisténcia em ambientes
neotropicais de populacfes ribeirinhas da América do Sul e também para 0s do rio
Batalha, além disso, a ictiofauna da familia Characidae sdo importantes para uso como

isca em pesca de peixes maiores e também utilizados para o consumo (Vari, 1983).

e |ctiofauna estudado

O peixe Prochilodus lineatus Valenciennes, 1837 (Figura 2) conhecido por
Curimbatd ou Curimba, pertencente a familia Prochilodontidae e a ordem
Characiformes. Amplamente difundido pelas bacias do rio Parana e Paraguai (Nakatani
et al., 2001), local que a espécie apresenta grande importancia nesses ecossistemas
aquaticos devido aos seus principais papéis nas cadeias troficas como detritivoro, além
da capacidade de controle de algas (Pereira et al., 2004) e na pesca, servindo de
alimentacdo para populac@es ribeirinhas (Novaes & Carvalho, 2009). Além disso, o

curimba é considerado um bom modelo para estudos de reproducdo e repovoamento de
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lagos, devido a sua ampla caracteristica de migracdes reprodutivas, alto nivel de
fecundidade e elevada capacidade de tolerar a manipulacdo (Menezes & Vazzoler,
1992, Pereira et al., 2009).

O peixe Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 (Figura 3), pertence a
familia Characidae e estd amplamente distribuido por todos os rios da bacia do Alto
Parana e é conhecido popularmente por lambari-de-cauda-amarela. Por possuir um
habito de alimentacdo omnivoro, grande plasticidade ecoldgica e por ser uma espécie
oportunista, essa espécie foi registrada em rios com variavel integridade ambiental,
como em locais que recebem efluentes domésticos e industriais (Onorato et al., 2000

Orsi et al., 2004).

Figura 2. Exemplar de Prochilodus lineatus Valenciennes, 1837 (Acervo particular).
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Figura 3. Exemplar de Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 (Acervo particular).

e Parasitismo na ictiofauna

Entretanto, € reconhecido que a ictiofauna pode ser hospedeira de uma grande
diversidade de organismos, afetando seu desenvolvimento tanto em ambiente natural
como em sistemas de criacdo (Eiras, 2004; Woo, 2006). O ambiente aquatico € um meio
que facilita a penetracdo de agentes patogénicos, sendo assim o estudo desses agentes
apresenta uma crescente importancia, uma vez que, eles podem provocar altas taxas de
mortalidade, reducdo de capturas e diminuicdo dos valores comerciais dos peixes
atacados (Eiras, 1994). Com isso, nas Ultimas décadas houve um aumento consideravel
da relevancia desses estudos, relacionando os parasitos e outros patdgenos de
organismos aquaticos aos peixes, principalmente dagqueles com alto potencial de cultivo
e comercializagédo, seguindo o significativo aumento de pisciculturas no Brasil e no

mundo (Luque, 2004). A alta procura de peixes para consumo, repovoamento e

15



comércio tem resultado em uma necessidade de extensivos estudos em peixes (Eiras et
al., 2010).

Como possiveis agentes etiologicos de doencgas em peixes pode-se citar alguns
virus, bactérias, fungos, protozoarios e metazoarios (Myxozoa, Monogenea, Digenea,
Nematoda, Crustacea etc.) (Eiras, 1994; Woo et al., 2003; Woo, 2006). Porem, segundo
Feist & Longshaw (2006), destaca-se o subfilo Myxozoa (mixosporideos) Grassé, 1970,
como um importante grupo de parasitos causadores de doencas em peixes, pois podem

ser encontrados em agua doce e gua salgada.

e Mixozoérios

O subfilo Myxozoa é formado pelas classes Malacosporea Canning et al., 2000,
com uma ordem e uma familia e a classe Myxosporea Buetschli, 1881, com duas ordens
e 16 familias, totalizando aproximadamente mais de 2180 espécies descritas (Lom &
Dykova, 2006). Destacando-se dentro da classe Myxosporea, tem a familia
Myxobolidae Thélohan, 1892, com treze géneros, sendo 0s mais especiosos e estudados
0 género Myxobolus Butschli, 1882 e o género Henneguya Thélohan, 1892, (Okamura
et al., 2015). Os parasitos destes géneros, segundo os trabalhos de Woo, (2006),
Ferguson et al. (2008) e Eiras et al. (2009) podem ocasionar danos significativos,
acarretando em morte para seus hospedeiros em ambiente natural e em sistemas de
criagdo, devido a uma alta diversidade encontrada e ao grande potencial patogénico de
algumas especies destes géneros.

Os parasitos do subfilo Myxozoa podem infectar mamiferos (Friedrich et al.,
2000), moluscos (Yokoyama; Masuda, 2001), aves aquaticas (Bartholomew et al.,
2008), répteis (Roberts et al., 2008) e anfibios (Hartigan et al., 2012), alem dos peixes.

Algumas espécies de mixozoarios, enquanto parasitos de peixes, segundo Lom &
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Dykova (1992) e Woo (1995) podem facilitar infeccbes secundarias por fungos e
bactérias devido a influéncia negativa que causam na resisténcia dos individuos
parasitados. Esses parasitos sdo microscopicos, unicelulares e formam esporos, contudo,
sdo endoparasitos podendo infectar qualquer 6rgdo ou tecido, podem possuir uma
localizagdo de infeccdo intracelular ou intercelular (histozdicos) e também nas

cavidades dos 6rgdos (celozoicos).

e Géneros Myxobolus e Henneguya

Atualmente, o género Myxobolus é o mais expressivo e 0 maior género de todos
dentro da classe Myxosporea, com aproximadamente 792 espécies descritas. O género
Henneguya também é muito expressivo e o segundo maior dentro da mesma classe, com
199 espécies descritas, aproximadamente (Eiras, 2002; Lom & Dykova, 2006; Eiras &
Adriano, 2012; Li et al., 2012; Khlifa et al., 2012; Yokoyama et al., 2012). Infectando
0s peixes brasileiros, aproximadamente 58 espécies de Myxobolus (Azevedo et al.,
2012; Eiras et al., 2014) e 55 espécies de Henneguya descritas (Eiras & Adriano, 2012).

Myxobolus cerebralis Hofer, 1903, tornou-se a espécie mais conhecida dos
mixosporideos e considerada também a espécie simbolo do género Myxobolus, uma vez
que foi descrito o seu ciclo de vida e principalmente por ser um agente causador de uma
doenga com alta proporcao de mortalidade em trutas quando em ambientes naturais nos
Estados Unidos da Ameérica (Rose et al., 2000). A patogenia conhecida como “doenga
do rodopio” ou “doenca da cauda negra” que se ilustra pelo nado circular do peixe que
apresenta uma infeccdo ocorrente na medula espinhal e tronco cerebral, na qual, esse
processo inflamatorio acarreta em uma compressdo medular causando a caracteristica

especifica de nado e também pode ocasionar danos nos nervos responsaveis pela
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pigmentagcdo da cauda, deixando-a com uma colora¢do escurecida (Halliday, 1976,
Vincent, 1996, Rose et al., 2000).

O género Henneguya além de ser o segundo com maior nimero de espécies
descritas, apresenta uma grande importancia patogénica tanto em ambiente natural
quanto em pisciculturas, ficando evidente utilizando o trabalho de varios pesquisadores
(Naldoni, 2009). Como um exemplo de uma espécie de Henneguya causadora de doenga
em peixes de ambientes naturais, segundo Yokoyama, (2005), o peixe Pagrus major,
que sofre com o parasitismo da Henneguya pagri, ocasionando uma infec¢do no coragéo
com cardiomiopatias degenerativas, acarretando em taxas de mortalidade. Um exemplo
de patogenia em peixes com importancia em pisciculturas, segundo Pote et al. (2000) e
Naldoni et al. (2009), apresentaram o peixe Pseudoplatystoma corruscans infectado
pela Henneguya ictaluri e ocasiona uma importante reducdo da area funcional do
epitélio respiratorio e o Ictalurus punctatus infectado por Henneguya ictaluri ocasiona

uma doenca chamada de “doenca proliferativa da branquia” (PGD).

e Descricdo de novas espécies de mixozoarios

Aproximadamente uma década atras, os mixozoarios eram classificados como
protozoarios, mas com o uso da biologia molecular e estudos filogenéticos do gene 18S
rDNA, e seus aprimoramentos, passaram a ser classificados como metazoéarios (Woo,
2006). Entretanto, outros autores levantaram duas hipdteses, sendo dos mixosporideos
serem classificados proximos ao Bilatéria ou classificados como pertencentes ao filo
Cnidaria Hatschek, 1888, chegando a isso com os estudos filogenéticos conduzidos com
gene 18S rDNA e 28S rDNA e dados morfologicos (Siddall et al., 1995; Jiménez-Guri
et al., 2007; Evans et al., 2008). Além disso, Siddall et al. (1995), Cannon & Wagner

(2003) e Atkinson (2011) descrevem que a capsula polar do mixosporideos € uma
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estrutura analoga aos nematocistos dos cnidarios. Evidenciando assim, que a real
localizagdo taxonémica dos mixosporideos ainda esta incerta.

E possivel observar que muitos trabalhos realizaram a identificacio de novas
espécies de mixosporideos apenas utilizando andlises morfologicas como formato,
tamanho e dimens@es dos esporos (Lom & Arthur, 1989), podendo assim citar como
exemplo o trabalho de Cellere et al. (2002), que descreveu através da morfologia o
Myxobolus absonus infectando a cavidade do opérculo do Pimelodus maculatus, ou a
descricdo realizada pelos autores Martins & Onaka (2005), dos mixosporideos
Myxobolus peculiares e Henneguya garavelli descritos utilizando técnicas morfologicas
e morfométricas infectando branquia de Cyphocharax nagelli e os autores Adriano et al.
(2005), que descreveram Henneguya pellucida com técnicas de morfologia e
histopatologia infectando a membrana serosa da cavidade visceral e a tunica externa da
bexiga natatéria de Piaractus mesopotamicus. Porém, a classificacdo taxonémica
apenas utilizando métodos morfoldgicos podem apresentar resultados discutiveis devido
a alta similaridade partilhada entre mixosporideos e assim, dificultar a classificacao,
com isso, 0 uso das técnicas moleculares podem ajudar a resolver os problemas de
classificacdo (Molnar et al., 2002). Por fim, os critérios taxondmicos baseados apenas
nos estudos morfoldgicos em alguns géneros do subfilo Myxozoa ndo sédo iguais aos da
biologia molecular, indicando que somente a classificagdo com base em morfologia
pode ser insuficiente ou ndo ser exato e que a utilizagdo em conjunto dessas duas
técnicas sdo importantes e complementares na identificacdo de novas espécies (Zhao et
al., 2008).

Como um complemento de descricdo de espécies utilizando técnicas
morfologicas, a realizacdo da técnica de ultraestrutural pode auxiliar na identificacdo de

parasitos deste grupo, facilitando o conhecimento da interface parasito-hospedeiro e
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esporogénese, assim como suas nuances e complexidades (Current, 1979; Rocha et al.,
1992; Ali et al., 2007; Azevedo et al., 2011).

De acordo com Molnar et al. (2010), Liu et al. (2012), Székely et al. (2015), os
critérios taxonémicos baseados na morfologia ndo correspondem aos da biologia
molecular sugerindo que somente a classificacdo com base na morfologia, pode nao ser
exata, indicando assim, que o uso conjunto dessas duas analises sdo importantes na
identificacdo de novas espécies. Com isso, técnicas moleculares e andlise filogenética
sdo complementacdes aos caracteres morfoldgicos.

Os mixosporideos apresentam varias formas de estratégias de protecdo, como a
formacéo de cistos, sendo possivel observa-los apenas ap6s 0 rompimento desses cistos.
Portanto, devido os cistos acarretar reacGes nos 6rgdos parasitados como inflamacao
crénica, fibrose central e formacédo de granulomas, o estudo histopatoldgico € necessario
com a finalidade de demostrar a real situacdo de cada infeccdo parasitaria (Feist, 2008).

Em sintese, com base no que foi demonstrado, o uso de técnicas morfoldgicas e
de analises moleculares sdo complementares e juntas elas refinam a qualidade dos
resultados. Além disso, estudos realizados com mixozoarios muitas vezes sdo
incompletos e/ou prejudicados em sua eficiéncia devido a falta de material para
processamento e estudo, além da dificuldade na realizacdo das etapas das técnicas de
biologia molecular e construcdo e interpretacdo de arvores filogenéticas. No rio Batalha,
bacia hidrografica do médio-Tieté, estado de S&o Paulo, existem poucos trabalhos de
aspecto molecular e filogenético sobre mixozoarios parasitos de peixes, sendo este
trabalho parte de um continuo estudo sobre todos 0s parasitos encontrados na ictiofauna

do rio Batalha.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aprofundar o estudo em peixes com importancia ecoldgica e econdmica
provenientes do rio Batalha, ambiente natural, com infec¢bes por Myxozoa pelas
técnicas morfoldgicas, histopatoldgicas, ultraestrutural e molecular com inferéncia

filogenética.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a interacdo parasito-hospedeiro com os estudos morfolégicos,
ultraestrutural e histoldgicos em peixes parasitados por mixosporideos.

Realizar estudo molecular a partir de sequéncia do gene 18S rDNA das espécies
de mixosporideos parasitos desses peixes.

Avaliar a relacdo filogenética destes parasitos em relacdo a outros

mixosporideos.
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3 MATERIAL E METODOS

e Logistica e local de realizacdo

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Ictioparasitologia da
Universidade do Sagrado Coracdo (USC) localizado no interior do estado de Séo Paulo,
na cidade de Bauru, como parte do projeto de auxilio regular nimero 2014/12862-0,
seguindo todas as normas da Comissdo de Etica da FAPESP, assim como da USC.
Contou com o apoio institucional do Laboratério de Parasitologia de Animais Silvestres
(LAPAS) no Departamento de Parasitologia da UNESP de Botucatu. Além do suporte
logistico e técnico do grupo de pesquisa do Laboratério de Genética de Peixes
(LaGenPe) do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias da Unesp
de Bauru e de pescadores locais que realizaram a captura em rio. Para o
desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados instalacdes e equipamentos da USC
(laboratério, microscopio de luz e histologia), do LAPAS (biologia molecular e
microscopio eletronico de transmissdo) e do LaGenPe (apoio logistico e material de
pesca).

As coletas foram realizadas no rio Batalha, proximo ao municipio de
Regindpolis (Figura 4) e proximo ao municipio de Agudos (Figura 5), estado de S&o
Paulo, utilizando redes de diferentes malhas e com o uso de “peneirdo”, durante os
meses de marco a setembro de 2016, na qual foram examinados um total de 47 peixes,
sendo 30 exemplares de curimbatd, P. lineatus e 17 exemplares de lambari, A.
altiparanae. Os peixes foram transportados ao laboratorio, na qual foram medidos e
analisados externamente em busca de lesdes e/ou cistos de parasitos e em seguida

realizado a necropsia.
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Figura 5. Trecho do rio Batalha em Agudos (Acervo particular).
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e Coletas e processamento

Nessas coletas foram selecionados 30 exemplares de P. lineatus, sendo 24
fémeas e seis machos, com peso entre (218,33 - 3.300 g) e comprimento total entre (20—
51 cm). Também foram selecionados 17 exemplares de A. altiparanae, sendo seis
fémeas e onze machos, com peso entre (1,12 - 6,62 g) e comprimento total entre (04 -
08 cm).

Os exemplares de P. lineatus foram coletados com o uso de redes de diferentes
malhas e os de A. altiparanae com o0 uso de “peneirdo” e todos foram transferidos ao
Laboratério de Ictioparasitologia da Universidade do Sagrado Coragdo (USC),
localizado na cidade de Bauru, SP, Brasil, aonde foram eutanasiados seguindo os
procedimentos éticos padrdes. Em laboratério os érgdos internos (branquias, estbmago,
intestino, coracdo, figado, gbnada, bexiga natatdria e vesicula biliar) foram extraidos e
examinados em microscopia de luz, utilizando o microscopio de interferéncia
diferencial (Leica DMLB 5000, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As amostras
de 6rgdos parasitadas foram coletadas e armazenadas seguindo os protocolos para
analises morfoldgicas e moleculares.

Seguindo os protocolos morfométricos descritos por Lom & Arthur (1989) as
medicdes dos exemplares foi realizado com os esporos maduros provenientes dos cistos
encontrados nas branquias dos peixes infectados por mixozoarios. As medicdes foram
realizadas utilizando imagens digitais com ampliacdo de x100, com 0 microscopio de

luz equipado com dispositivos LEICA V3.8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).
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e Microscopia Eletrénica de Transmissao

Pequenos fragmentos de filamentos branquiais contendo plasmodios de
mixozoarios foram fixados em solugdo de Karnovsky para estudo ultraestrutural. Depois
de serem retiradas do fixador, as amostras foram lavadas a cada cinco minutos em trés
ciclos com tampdo fosfato 0,1M pH 7,3. Depois de realizado a série de lavagem, o
material foi imerso em tetroxido de 6smio por duas horas e em seguida lavado em &gua
destilada, em trés ciclos de 10 minutos cada. Realizado essa série, 0 material foi imerso
em acetato de uranila 0,5% com &gua destilada por cerca de duas horas para posterior
desidratacdo em acetona, permanecendo em uma solugdo 1:1 de resina Araldite +
Acetona 100% por 12 horas em temperatura ambiente para posteriormente ser colocado
em resina pura por 1 hora, para emblocamento. Os blocos passaram por cortes semifinos
(0,5um) para escolher a regido de interesse. Depois de selecionado, os blocos foram
novamente triados, com a finalidade de realizar os cortes ultrafinos de interesse. Por
fim, os blocos passaram em solucdo saturada de acetato de uranila e em alcool 50%, por
cerca de 20 minutos (efeito de contraste) e posteriormente com citrato de chumbo por
10 minutos. Por fim, os cortes foram observados em microscopio eletrénico de

transmissdo Zeiss EM 900.

e Histologia
Para realizar as analises de histologia, fragmentos de arcos branquiais
parasitados foram fixados e conservados em solucdo de Karnovski. Depois de fixado,
esses fragmentos passaram por um processo por desidratagdo em concentragdes
crescentes de alcool, em que foram realizadas trés lavagens em alcool 70°GL
substituindo sempre a cada duas horas para que em seguida, 0 material permaneca em

alcool 95°GL por quatro horas. Apos a desidratacdo, o material passou por uma mistura
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de resina + alcool por 12 horas. Finalmente, o material foi transferido para a resina de
infiltracdo (HistoResin, Leica, Wetzlar, Germany) e posteriormente realizada a inclusao
do material com a resina de fixacdo, para enfim, realizar os cortes com o auxilio de
micrétomo de 3 um. As laminas de interesse foram corados com Hematoxilina Eosina e

Azul de Toluidina (Michalany, 1980).

e Molecular e Sequenciamento

Para analise molecular foi utilizado amostras de cistos de mixozoarios, coletados
das branquias de A. altiparanae e P. lineatus, sendo fixadas em etanol absoluto para
extracdo de DNA. A extracdo foi realizada utilizando o protocolo DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen, Alemanha), de tecido animal. O gene 18S rDNA foi amplificado
utilizando vérios primers complementares nos variados tipos de PCRs (Tabela 1). As
amplificagdes foram realizadas utilizando o termociclador Bio-Rad Mycycler (Bio-Rad
Laboratories Pty Ltd., Gladesville, Australia), com um ciclo que se inicia com uma
desnaturacdo a 94 °C por 3 min, continuando em uma série de 30 ciclos de 94 °C por 40
segundos, um anelamento realizado por 40 segundos em temperatura 55 °C, seguido por
uma etapa de 2 minutos por 72 °C, terminando em 10 minutos de extenséo final a 72 °C.

As reagdes de PCR, foram realizadas com um Master Mix de 25 pl, contendo 2
ul da extragdo de DNA, 1 pl de cada primer diluido em Nuclease Free Water (Thermo
Fisher Scientific) em concentracdo de 10 pmol nas reacGes de PCR e o kit Ready-to-Go
PCR beads (Pure Taq™Ready-to-Go™ beads, GE Healthcare, Chicago, USA), que
consiste em tampdes, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, £ 2,5 unidades de puReTag DNA,10
mM de Tris-HCI (pH 9,0 a temperatura ambiente), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, e
completado com agua deionizada, para alcancar um volume final de 25 pl. Para o

Nested PCR, foi usado o mesmo ciclo do PCR com as mesmas temperaturas e periodos,
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na qual foi utilizado 1 pl do produto da amplifica¢do, 1 ul dos primers internos também
diluidos em Nuclease Free Water (Thermo Fisher Scientific) com concentracdo de 10
pmol e novamente o kit Ready-to-Go PCR beads (Pure Taq™Ready-t0o-Go™ beads,
GE Healthcare, Chicago, USA), afim de completar o Master Mix com 25 ul. O
resultado da amplificacdo do gene 18S rDNA foi comprovado com a realizacdo de um
gel de agarose a 1% em tampdo TAE, na qual utilizamos 0,5 g de agarose, 50 ml do
tampao TAE e 3 pl de sybersafe como corante. Deixando correr na cuba por 30 minutos
em 80 volts. Para o sequenciamento, os produtos obtido dos PCRs foram filtrados
usando o kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen®, CA, EUA). Por fim, foi
utilizado os primers listados na tabela 1 para o sequenciamento e diluidos em Nuclease
Free Water (Thermo Fisher Scientific) na concentracao de cinco pmol e realizado com o
kit BigDye v.3.1 Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). O resultado das sequéncias foi analisado com o
programa Applied Biosystems ABI 3500 DNA genetic analyzer.

As sequéncias obtidas foram editadas no Sequencher™ v. 5.2.4 (Gene Codes,
Ann  Arbor, MI) e verificadas pela analise BLAST no GenBank
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov) para verificar se ja existe o deposito dessa sequéncia. As
sequéncias dos 18S rDNA das espécies de Henneguya foram comparadas com outras
sequéncias descritas e depositadas no GenBank de espécies de Henneguya e Myxobolus
da América do Sul e de outras regides do mundo. Como grupo externo foi utilizado o
Myxydium cecarelli Adriano et al.,, (2014) para as duas filogenias, por ser um
mixozoario de um género diferente dos estudados. A sequéncia foi alinhada com o
programa Geneious version 7.1.3 (Kearse et al., 2012) com o ClustalW (Larkin et al.,
2007) embutido. Para a escolha do melhor modelo evolutivo, foi utilizado o programa

JModeltest 0.1 (Posada, 2008) que selecionou o modelo GTR+I+G para as duas
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filogenias. Esses parametros foram utilizados para a analise Bayesiana que foi
conduzido pelo programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). A topologia

gerada foi inicialmente visualizada pelo programa FigTree v1.4 (Rambaut, 2012) e

editadas com Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc. San Jose, CA, USA).

Primer Sequéncia (5’ - 3°) Autor(es)

Erib 1 Primeiro ACCTGGTTGATCCTGCCAG Barta et al. (1997)

Erib 10 Primeiro CTTCCGCAGGTTCACCTACGG Barta et al. (1997)
Myxospec F Nested e sequenciamento TTCTGCCCTATCAACTTGTTG Fiala (2006)
Myxospec R Nested e sequenciamento GGTTCNCDGRGGGMCCAAC Fiala (2006)
MyxGen4 F Sequenciamento GTGCCTTGAATAAATCAGAG Diamant et al. (2004)

Hallett and Diamant et al.
Actl R Sequenciamento AATTTCACCTCTCGCTGCCA
(2001)

Tabela 1. Primers utilizados nos PCRs (primeiro e nested) e sequénciamento, além da

sequéncia da amplificagdo. Tamanho dos pares de bases (pb) aproximadamente entre 700 e 1000 pb.
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4 CAPITULO 1

Analise morfoldgica e molecular de Henneguya prochilodus n. sp.
(Myxozoa: Myxosporea), parasito de branquia do Prochilodus
lineatus Valenciennes, 1837, rio Batalha, Bacia Hidrogréafica do Tieté,

Reginopolis, Sdo Paulo, Brasil.

29



RESUMO

Henneguya prochilodus n. sp. foi descrita infectando os filamentos primarios da
branquia do Prochilodus lineatus (Characiformes: Prochilodontidae) coletados no rio
Batalha, municipio de Regindpolis, no estado de S&o Paulo. Apresentando uma
ocorréncia de 76% dos peixes infectados, dentre os 30 espéecimes coletados. Os esporos
maduros apresentavam uma forma ovalada, com seus apéndices caudais bifurcados e em
sua média as medidas apresentaram comprimento total de 46.89 pm; comprimento do
corpo de 14.65 um; largura do corpo de 5.27 um; comprimento da cauda de 34.28 um;
comprimento da cépsula polar de 6.17 pm; largura da cépsula polar de 1.28 pm; numero
de voltas do filamento polar de 12 a 13. O exame histologico indicou que os plasmaédios
se desenvolveram nos filamentos branquiais, mais precisamente na artéria desse
filamento e ndo pdde ser observado infiltrado inflamatério nos sitios de infecgdes.
Andlise ultra-estrutural revelou plasmddio com uma Unica parede e sem uma
esporogénese evidente. A andlise filogenética apresentou a evidéncia de ser uma espécie

nova, agrupada com outros mixozoarios parasitos de peixes da ordem Characiformes.

Palavras-chave: 18S rDNA; Filogenia; Henneguya; Histologia; Myxosporea; Myxo0zoa;

Prochilodus lineatus;; Ultraestrutura
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4.3 RESULTADOS

Dos 30 espécimes (24 machos e seis fémeas) de P. lineatus necropsiados, 23
foram documentados com alguma infeccdo por mixozoarios (20 machos e trés fémeas),
apresentando assim uma prevaléncia de 76% desses peixes, com alguma infeccdo por
mixosporideos.

A nossa espécie de Henneguya (denominada a partir de agora como Henneguya
prochilodus) foi medida e a seguir comparada com outras espécies de Henneguya
parasitos de peixes da ordem Characiformes, incluindo peixes da familia Anostomidae e

Prochilodontidae (Tabela 1).

Descricao: Figuras1 a5

e Plasmédios

Foram encontrados cistos ovalados, dentro dos vasos arteriais dos filamentos das

branquias dos peixes.
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Parasitos T CcC CA LC CP LP VP Sitio de infeccéo Hospedeiro
Henneguya prochilodus 46.89 14.65 34.28 5.27 6.17 1.28 12a13 Branquia Prochilodus lineatus
Henneguya schizodon Eiras et al., 28.9 131 16.3 3.3 54 1.3 . . .
2004 (27-30) (12-14) (15-17) (3.4) (5-6) (1-15) 8al0 Rim Schizodon fasciatus
A B aze\znce)ci%l EEEsE Sl 45.2 10.0 35.6 4.4 3.8 1.0 6a7 Branquia Megaleporinus
(45.5-47.0) (9.9-10.2) (34.9-36.5) (4.0-5.0) (3.5-4.0) ‘ g obtusidens
o . Leporinus
Henneguya leporini Nemeczek, 1926 28-33 13-15 15-18 5 5.8 Ducto urinario mormyrops
Henneguya caudicula Eiras et al., 14.7 11.3 3.6 5.4 3.7 15 Lenorinus lacustris
2008 (14-16) (11-12) (3-4) (5-6) (3-4) ' 3 Branquia P
Henneguya leporinicola Martins, 7.6 21.8 4.2 3.0 1.6 Megaleporinus
Souza, Moraes & Moraes, 1999 (5.5-8.7) (12.9-32.3) (3.6-4.9) (2.0-3.6) (1.2-2.0) Branquia macrocephalus
S 33.8 104 233 5.7 4.9 2.1 . S
Henneguya friderici Casal etal., 2003 (,57399)  (96.11.8)  (19.1-287)  (48:66) (45-59)  (L5-2.6) 7a8 Branquia Lifgeins e 2l
Henneguya Caa‘jd?éggg‘)“a Adrianoet 29494 166405  526+15  46+02 61+02 1602 10a11 Branquia  Prochilodus lineatus
Henneguyaparataensis Elrasetal,  333+15  114+03 241415 4104  OF Eg:g; 2 10212 Branquia  Prochilodus lineatus

Tabela 1. Comparagiio morfoldgica (um) de esporos maduros da Henneguya prochilodus com outras espécies de Henneguya da ordem Characiformes, com peixes da

familia Anostomidae e Procholodontidae. Comprimento total (T), Comprimento do corpo (CC), Comprimento da cauda (CA), Largura do Corpo (LC), Comprimento da

Capsula (CP), Largura da Capsula (LP), Voltas dos filamentos polares (\VP).
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e Descricdo dos esporos maduros
Foi encontrado dentro dos cistos uma grande quantidade de esporos maduros,
também com o seu corpo apresentando uma forma ovalada, com seus apéndices caudais
bifurcados (Figura 1). Duas capsulas polares foram observadas na extremidade anterior,
cada uma com um filamento polar e na maioria estavam com os filamentos

extrapolados.

branquias de Prochilodus lineatus e desenho esquematico de um esporo maduro; A. Imagem de um

esporo maduro, com foco no filamento polar extrapolado (seta); B. Imagem de um esporo maduro, com o

filamento polar interno as capsulas; C. Representacéo esquematica de um esporo maduro.

33



e Medidas dos esporos maduros
As medidas dos esporos maduros, em sua média foram: comprimento total 46.89
um; comprimento do corpo 14.65 pum; largura do corpo 5.27 um; comprimento da cauda
34.28 um; comprimento da cépsula polar 6.17 pum; largura da capsula polar 1.28 um;

namero de voltas do filamento polar 12 a 13.

e Andlise histologica
Nas branquias dos espécimes de P. lineatus foi observado que os cistos se
desenvolveram nos filamentos branquiais, mais precisamente na artéria desse filamento.
Estes cistos foram encontrados em sua maioria na metade de cada filamento, mas ndo
apresentavam um tecido conjuntivo de protecdo entre parede do cisto e parede da
artéria. Porém, pela localizacdo da infeccdo e pelo tamanho desses cistos, foi possivel
evidenciar deformacdes dessa lamela e de sua artéria, assim como, possiveis infeccoes

secundarias (Figura 2).
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Figura 2. Imagens de analise histologica em vérios aumentos das branquias infectadas por cistos de

Henneguya prochilodus; A. Aumento de 10x do cisto (seta) infectando a artéria do filamento primario
(af); B. Aumento de 20x do cisto (seta) infectando a artéria do filamento primario (af) e mostrando que os
filamentos secundarios ndo foram afetados; C. Imagem ampliada, 50x, do cisto (seta), mostrando que 0s
filamentos secundérios ndo foram afetados; D. Imagem com aumento de 100x, com foco especifico no

cisto (seta).
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e Analise ultraestrutural
A andlise ultraestrutural revelou uma unica membrana constituindo a parede
plasmodial em contato com o hospedeiro. Por toda regido do plasmdédio foi observada a
presenca de esporos maduros. Cortes transversais de esporos imaturos revelaram as
capsulas polares possibilizando detectar a presenca de 12 a 13 voltas dos filamentos

polares e um esporoplasma com muitos esporoplasmossomos (Figuras 3 - 4).

e Anélise Molecular

As analises moleculares foram realizadas inicialmente pela extracdo de DNA
pelas amostras dos cistos coletados das branquias dos P. Lineatus, esse material foi
sequenciado com primers complementares, gerando um fragmento de 1417 pb, utilizado
para realizar uma busca BLAST.

A busca indicou nenhuma igualdade com os dados de mixozoarios disponiveis
no GenBank, entretanto, as sequéncias de mixosporideos que mais se aproximaram ao
Henneguya prochilodus foram Myxobolus filamentum Naldoni et al. (2015) (GenBank:
KJ849240.1) com uma similaridade de 88% e Henneguya ictaluri Griffin et al. (2010)
(GenBank: AF195510.1) apresentando uma similaridade de 87%.

As analises filogenéticas que apresentaram um maior valor de confiabilidade
(“bootstrap™) foi a analise Bayesiana. Com essa andlise foi construido a topologia,
utilizando apenas espécies de Henneguya e Myxobolus da América do Sul. Essa analise
demonstrou que as espécies de Henneguya se agruparam em dois Clados (A e B), sendo
gue Henneguya prochilodus ficou agrupada no clado B, porém ficando no subclado B2
junto com outras espécies de Henneguya parasitos de peixes da ordem Characiformes e

junto com o Myxobolus prochilodus Zatti et al. (2010), parasito do mesmo hospedeiro,
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P. lineatus. No clado A observa-se o agrupamento de apenas espécies de Myxobolus
parasitos de peixes da ordem Characiformes, de variadas familias e com variados locais
de infeccdo. O clado B foi dividido em dois subclados. O subclado B1, observa-se o
agrupamento de espécies de Henneguya e apenas uma espécie de Myxobolus, parasitos
de peixes das ordens Characiformes e Siluriformes com duas familias, Anostomidae e
Pimelodidae (em maioria), mas em sua totalidade tendo a branquia como local de
infeccdo. E o subclado B2, com espécies de Henneguya e Myxobolus parasitos de peixes
apenas da ordem Characiformes e com quatro familias, porém apresentando locais de

infeccdo variados (Figura 5).
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Figura 3. Imagens de microscopia electronica para anélise ultraestrutural; A. Corte transversal de um

esporo maduro, mostrando o espago branco (eb), esporoplasmo (sp), as valvas (v), possivel nlcleo (seta) e
as cépsulas polares (cp); B. Corte transversal de um esporo maduro, espago branco externo ao esporo
(eb), as valvas (v), esporoplasmo (sp), as capsulas polares (cp) e os filamentos polares (seta); C. Imagem
mostrando o interface parasito-hospedeiro, em que temos o epitélio do filamento branquial (ef), o espaco

branco (eb), o epitélio do cisto (ec) e esporos maduro dentro do cisto; D. Imagem de um esporo completo.
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Figura 4. Imagens de microscopia electronica para analise ultraestrutural; A. Corte longitudinal de

um esporo maduro, filamentos polares extrapolados (seta) e as valvas abertas (v); B. Imagem
demonstrando a quantidade de esporos maduros dentro do cisto; C. Corte longitudinal de um esporo
maduro, conseguindo visualizar o filamento polar sendo extrapolado (seta); D. Corte longitudinal de um

esporo maduro, em maior aumento, focando no filamento polar sendo extrapolado (seta).
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———— Myxidium cecarelli KJ 499821

04

Figura 5. Topologia baseada no gene 18S rDNA, obtida por Anélise Bayesiana. Relagdo da Henneguya prochilodus com outras espécies de Henneguya e Myxobolus da

América do Sul. Valores de confiabilidade nos nds (“bootstrap”) sdo considerados confidveis acima de 0.5, os simbolos (-) referem-se aos valores abaixo de 0.5. Seta e

marcacdo dando enfoque ao nosso exemplar de Henneguya.
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4.4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Levando em consideracdo o trabalho de Lom & Dykova (2006), os principais
critérios para a comparacdo entre as diferentes espécies de Henneguya, € o comprimento
e largura do corpo dos esporos, largura e comprimento das capsulas polares,
comprimento da cauda, nimero de voltas dos filamentos polares e o comprimento total
do esporo.

As caracteristicas de Henneguya prochilodus foram comparadas com espécies de
Henneguya descritas infectando peixes da ordem Characiformes do Brasil. Dos
mixosporideo que infectam peixes dessa ordem, foi selecionado seis espécies de
Henneguya que foram descritas infectando peixes da familia Anostomidae sendo elas:
H. schizodon, infectando rim de S. fasciatus, H. leporinicola, infectando branquias de
M. macrocephalus, H. leporini, infectando ductos urinarios de L. mormyrops, H.
friderici, infectando branquias de L. friderici, H. caudicula, infectando branquias de L.
lacustres e H. azevedoi, infectando branquia de M. obtusidens (Tabela 1) (Eiras, 2002;
Barassa et al., 2012; Eiras & Adriano, 2012; Yokoyama et al., 2012). E foram
selecionadas as duas espécies de Henneguya que foram descritas infectando peixes da
familia Prochilodontidae, sendo elas: H. caudalongula infectando branquias de P.
lineatus e H. paranaenses infectando as branquias de P. lineatus (Eiras et al., 2004;
Adriano et al., 2005). Depois de realizado a comparagdo morfolégica dos esporos
maduros de H. prochilodus com as espécies que parasitam esses peixes da ordem
Characiformes, a H. prochilodus apresentou uma maior aproximagdo com H. azevedoi,
parasito do peixe M. obtusidens. Estas similaridades referem-se as medidas de
comprimento total do esporo (45.2 um (45.5-47.0) para H. azevedoi e 46.89 um para H.

prochilodus), largura do corpo (4.4 um (4.0-5.0) para H. azevedoi e 5.27 um para H.
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prochilodus), comprimento da cauda (35.6 um (34.9-36.5) para H. azevedoi e 34.28 um
para H. prochilodus), largura da capsula (1,0 um para H. azevedoi e 1.28 um para H.
prochilodus) e o local da infecgdo (ambos nas branquias).

Embora essas similaridades entre H. prochilodus e H. azevedoi, foi possivel
observar que estas duas espécies possuem diferencas morfoldgicas como: comprimento
do corpo do esporo (10.0 um (9.9-10.2) para H. azevedoi e 14.65 um para H.
prochilodus), comprimento da capsula polar (3.8 um (3.5-4.0) para H. azevedoi e 6.17
pum para H. prochilodus), além de nimero de voltas dos filamentos polares (6 a 7 para
H. azevedoi e 12 a 13 para H. prochilodus) que corroboram para a separacdo destas duas
espécies segundo Lom & Dykova (2006). Além disso, existe a diferenca de familia
dentro da ordem Characiformes (familia Anostomidae para o hospedeiro do H. azevedoi
e familia Prochilodontidae para o hospedeiro da H. prochilodus) que sdo dados
importantes para uma possivel separacdo taxondmica, principalmente levando em
consideracdo o trabalho de Molnar (1998), em que é sugerido que 0s mixosporideos,
incluindo o género Henneguya, possuem uma alta especificidade em relacdo a seus
hospedeiros. Com isso, a comparacdo da H. prochilodus com as outras espécies de
Henneguya da tabela revelou que a espécie descrita difere em pelo menos mais de trés
caracteristicas: comprimento total dos esporos, comprimento do corpo do esporo,
comprimento da cauda, largura do corpo do esporo, comprimento da capsula polar,
largura da cépsula polar, niUmeros de voltas dos filamentos polares e sitio de infeccéo
(Eiras, 2002; Eiras & Adriano, 2012).

A analise histologica ndo revelou a presenca de um envoltorio de tecido
conjuntivo no plasmadio da H. prochilodus, uma caracteristica comum na infecgdo por
mixosporideos (Sitja-Bobadilla, 2008). Além disto, seguindo o protocolo proposto por

Molnar (2002) foi possivel classificar o tipo de infec¢do, sendo ela do tipo filamental e
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localizado na artéria desse filamento. Infec¢cbes com essa caracteristica podem causar
compressdo do tecido epitelial, deformacgdes dos filamentos brénquias e quando
localizando na artéria podem causar dificuldade no transporte sanguineo e troca gasosa,
assim como, segundo Adriano et al. (2005) que notificou esse tipo de infeccdo de H.
caudalongula, também em P. lineatus, apresentando deformacdo dos filamentos
branquiais desses peixes. Entretanto, pode-se inferir que a infeccdo causada pela H.
prochilodus, apresenta um alto nivel de deformacéo das branquias, principalmente das
artérias da lamela, mesmo ndo afetando os filamentos é possivel uma perda da
capacidade da troca gasosa, também nao foi detectado nenhum infiltrado inflamatorio.

A partir da analise ultraestrutural ficou possivel observar o contato direto da
parede plasmodial do cisto de H. prochilodus com a parede da artéria do hospedeiro.
Segundo os autores EI-Mansy & Bashtar (2002), Barassa et al. (2012), Naldoni et al.
(2011), a caracterizacdo ultraestrutural é de grande relevancia, pois possibilita observar
o fornecimento de nutrientes e transporte de suprimentos, necessarios para 0
desenvolvimento do plasmddio que ocorre através de canais de pinocitoce que estdo
conectados na parede plasmodial. Com tudo, ndo foi observado os canais de pinocitose,
porém, a analise ultraestrutural é considerada uma grande ferramenta no entendimento
da interacdo parasito-hospedeiro, pois é poss visualizar a formacao e o desenvolvimento
dos esporos maduros.

Né&o foi presenciado a esporogénese em H. prochilodus, como os autores Abdel-
Ghaffar et al. (2008), Azevedo et al. (2008) e Al-Quraishy et al. (2008) descreveram, na
qual, espécies de Henneguya apresentam as células germinativas localizadas na periferia
do ectoplasma do plasmodio, assim, pode-se presenciar esporos imaturos localizados na

regido mediana e esporos jovens e maduros localizados na regido central.
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Realizado o estudo de analise filogenética pela analise Bayesiana, foi possivel
evidenciar as teorias dos autores Ferguson et al. (2008), em que é possivel observar a
afinidade dos mixozoarios se agruparem devido a mesma ordem e/ou familia dos peixes
que parasitam. Também é possivel observar a tendéncia dos mixozoarios se agruparem
conforme o local de infeccdo que apresentam em seus hospedeiros, seguindo a teoria
proposta por Andree et al. (2009). Estas tendéncias podem ser observadas na topologia
do cladograma filogenético por analise Bayesiana realizada.

Henneguya prochilodus ficou agrupado no clado B, mais precisamente no
subclado B2, que sdo em sua totalidade mixozoarios de peixes da ordem Characiformes.
H. prochilodus ficou agrupado junto com o Myxobolus prochilodus, parasito de P.
lineatus, corroborando com Ferguson et al. (2008), pois a espécie ficou agrupado com
outras espécies de mixozoarios parasitos de peixes da ordem Characiformes e junto com
um mixozodario parasito de peixe da familia Prochilodontidae, mais precisamente da
mesma espécie de peixe, Prochilodus lineatus.

No Clado A, observa-se 0 agrupamento apenas de espécies de Myxobolus. Nesse
Clado todas as espécies de mixozoarios sdo parasitos de peixes da ordem
Characiformes. Ainda no Clado A, presencia-se uma variedade de familias dos
hospedeiros, como um exemplar da familia Serrasalmidae, dois da familia
Prochilodontidae e cinco da familia Bryconidae.

O Clado B é o mais diverso, notando-se 0 agrupamento de espécies de
Henneguya e Myxobolus juntos. Dentro do Clado B foi possivel a divisdo em dois
subclados, o sublado B1 ficando em sua maioria os individuos parasitos de peixes da
ordem Siluriformes e apenas um da ordem Characiformes, porém em sua totalidade s&o

parasitos de branquias de seus hospedeiros. Dos individuos da ordem Siluriforme, todos
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sdo pertencentes a familia Pimelodidae e o da ordem Characiforme pertence a familia
Anostomidae.

Finalizando o Clado B, o subclado B2 apresenta todos mixozoarios parasitos de
peixes da ordem Characiformes. Dentre estes parasitos nota-se as familias
Prochilodontidae com dois exemplares, a familia Serrasalmidae com trés exemplares, a
familia Bryconidae com quatro exemplares e a familia Anostomidae com apenas um
exemplar de mixozoario. Quanto a localizacdo do parasitismo, pode-se notar a maior
ocorréncia na branquia, com seis exemplares com essa preferéncia num total de nove
integrantes deste subclado.

Os resultados corroboram com as teorias propostas por Ferguson et al. (2008) e
Andree er al. (2009), uma vez que o agrupamento perante as ordens dos hospedeiros dos
mixozoarios ficou evidente na topologia apresentada e o local de infecgdo, mesmo com
as variedades encontradas aparenta uma certa afinidade em parasitos de branquias
agruparem proximos um do outro. Seguindo essas teorias, Naldoni et al., (2011) e
Adriano et al., (2012), publicaram trabalhos que, utilizando anéalises filogenéticas,
verificaram que os mixosporideos tendem a se agrupar seguindo a ordem e familia dos
hospedeiros.

Portanto, levando em consideracdo os resultados obtidos pelas metodologias
morfolégicas, analise molecular e filogenética, é possivel propor que a espécie de
Henneguya, Henneguya prochilodus & uma nova espécie de mixozoario encontrado
parasitando as branquias de Prochilodus lineatus, proveniente do rio Batalha. Com isso,
é evidente a importancia do continuo estudo de parasitos da ictiofauna provenientes do
rio Batalha, um ambiente natural, com elevada importancia ecologica, por desaguar no
rio Tieté banhando vérias cidades durante seu percurso e valor econémico, pois

populacgdes ribeirinhas dependem da pesca neste rio.
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5 CAPITULO 2

Descricdo expandida de Henneguya chydadea Barassa et al., 2003
(Myxozoa, Myxosporea), parasito de branquias do Astyanax
altiparanae Garutti & Britski, 2000, rio Batalha, bacia hidrografica do

Tieté, Agudos, Séo Paulo, Brasil.
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RESUMO

Uma espécie de Henneguya foi documentada infectando os filamentos secundarios da
branquia do Astyanax altiparanae (Characiformes: Characidae) coletados no rio
Batalha, municipio de Agudos, no estado de Sdo Paulo. Apresentando uma ocorréncia
de 29% dos peixes infectados, dentro os 17 especimes coletados. Os esporos maduros
apresentaram uma forma ovalada, e medidas em comprimento total de 20.29 um (19 —
22.59); comprimento do corpo do esporo com 10.49 pum (9.98 — 10.98); largura do
corpo dos esporos com 4.98 um (4.34 — 5.96); comprimento da cauda com 9.7 pm (8.80
— 11.85); comprimento da capsula polar com 3.74 um (3.48 — 4); largura da capsula
polar com 1.25 um (1 — 1.5), uma analise histoldgica indicou que os plasmodios se
desenvolveram nos filamentos secundarios branquiais, e ndo pbdde ser observado
infiltrado inflamat6rio nos locais de infeccBes, aproximando muito da Henneguya
chydadea, uma espécie de mixozoario parasito de A. altiparanae previamente descrito
seguindo andlises morfologicas. A analise filogenética foi realizada baseada no
sequenciamento do gene 18S rDNA e pela analise Bayesiana, que revelaram que essa
espécie de Henneguya aparece isolada dando inicio a um clado basal das espécies de
Henneguya parasitos de peixes de agua doce e préxima ao clado na qual estdo
agrupados os parasitos de peixes da ordem Characiformes. Por ndo existir material
molecular de comparagdo com o Henneguya chydadea, esse trabalho € proposto como

uma descrigdo expandida da mesma, devido aos resultados filogeneticos.

Palavras-chave: 18S rDNA; Astyanx altiparanae; Filogenia; Henneguya; Histologia;

Myxosporea; Myxozoa; Ultraestrutura
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5.3 RESULTADOS

Dos 17 espécimes (onze machos e seis fémeas) de Astyanax altiparanae
necropsiados apenas em cinco individuos (quatro machos e uma fémea) foi encontrado
algum parasitismo. Com isso, é possivel observar uma prevaléncia de 29% de infeccéo
por mixosporideos nos peixes investigados.

Depois de encontrado os cistos, foi realizada a eclosdo dos mesmos em laminas
para visualizacdo em microscopio de luz, assim foi possivel confirmar serem esporos
maduros de exemplares de Henneguya. Ap0ds, foi feita a medicdo dessas exemplares de
Henneguya sp.. A seguir, as medidas foram comparadas entre esses esporos maduros
com outras espécies de Henneguya parasitos de peixes da ordem Characiformes e

pertencentes a familia Characidae (Tabela 1).

Descricao: Figuras 1 a 3.

e Plasmédios

Foram encontrados cistos com formato disforme, em sua maioria ovalados,

localizados no epitélio dos filamentos das branquias dos A. altiparanae.
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Parasitos Sitio de Hospedeiro

infeccdo
20.29 (19—~ 10.49(9.98 9.7(8.80—-  4.98 (4.34 3.74 1.25(1 - N Astyanax
EMNEE S 22.50) - 10.98) 11.85) —596) (3.48-4) 1.5) EENGHEY altiparanae
Henneguya chydadea Barassa et _ ) A . Astyanax
al., 2003 17.6 - 20 8.8-11.2 8-9.6 32-56 32-44 12-16 9-10 Branquia altiparanae
Henneguya astyanax Vita et al., 50+
2003 478+0.71 152+0.77 326+1.11 5.7+0.71 O. 137 1.5+ 0.07 8-9 Branquia Astyanax keithi
Henneguya artigasi Gioia & Branquia Astyanax
Cordeiro, 1987 16.4 4.4 3.3 15 q scabripinnis
Henneguya intracornea Gioia et 42.4 (36.5- 24.7 (17.8- 6.6 (5.6- 8.5 (6.9- 2.3 (1.8- Astyanax
al., 1986 45.9) 28.9) 9.9) 9.9) 3.9) 8-9 Cdrnea scabripinnis
Henneguya hoimba Cordeiro & 18.8 .
Gioia, 1987 24 68 11.80 7.51 Branquia Astyanax fasciatus
Henneguya testicularis Azevedo 27.5(27.0- 14.0 (14.0- 13.5(13.0- 6.5 (6.0- 9.0 (8.5- 2.0 (2.0- 12-13 Moenkhausia
et al., 1997 28.5) 14.5) 14.5) 6.5) 9.5) 2.5) Gonada oligolepis
Henneguya pisciforme Cordeiro 31 (25.7 - 20.4 (17.3- 10.6 (8.4- 6.1 (4.4- 4.2 (3.1- 1.7 (1.1- Branquia Hyphessobrycon
et al., 1983/84 36) 23.2) 12.8) 6.7) 6.1) 2.4) q anisitsi

Tabela 1. Comparacio morfolégica (um) de esporos maduros do Henneguya sp. com outras espécies de Henneguya da Ordem Characiformes, especificamente da

familia Characidae. Comprimento total (T), Comprimento do corpo (CC), Comprimento da cauda (CA), Largura do Corpo (LC), Comprimento da Capsula (CP),

Largura da Capsula (LP), Voltas dos filamentos polares (VP).
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e Descricdo dos esporos maduros
Os esporos maduros encontrados nos cistos apresentavam uma forma ovalada,
apéndices caudais em forma bifurcada e duas cdpsulas polares na extremidade anterior,

sendo que cada uma continha um filamento polar (Figura 1).

20 um

Figura 1. A. Imagem de microscopia de luz de um esporo maduro de Henneguya sp.,

parasito de branquias de Astyanax altiparanae.

e Medidas dos esporos maduros
Os esporos apresentaram comprimento total de 20.29 pum (19 — 22.59);
comprimento do corpo do esporo 10.49 pum (9.98 — 10.98); largura do corpo dos esporos
4.98 um (4.34 — 5.96); comprimento da cauda 9.7 um (8.80 — 11.85); comprimento da

capsula polar 3.74 pm (3.48 — 4); largura da capsula polar 1.25 um (1 — 1.5).
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e Andlise histologica
Utilizando essa metodologia, foi possivel observar que os cistos eram
intralamelares, localizando-se no epitélio dos filamentos branquiais e apresentavam um
envoltorio conjuntivo em sua volta. Nota-se também a ocorréncia dos cistos na regido
basal do filamento branquial, e 0o seu desenvolvimento apresenta em estagios mais
avancados uma compressdo no tecido. Porém, nenhuma reacdo inflamatoria ou

hiperplasia foi observada durante a observacao dos cistos (Figura 2).

Figura 2. Cortes histologicos de branquias de Astyanax altiparanae mostrando os cistos de

Henneguya sp.; A. Imagem com foco no cisto (seta) de Henneguya sp., os filamentos secundarios (fs) e o
filamento primério (fp); B. Imagem em menor aumento mostrando os cistos (seta) com os filamentos

primérios (fp) e filamentos secundarios (fs).
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e Analise molecular e filogenética

Foi realizada as analises moleculares dos esporos localizados nos cistos dos A.
altiparanae, que apds o sequenciamento do gene 18S rDNA gerou um fragmento de
782 pb utilizado para realizar uma busca BLAST. A busca indicou nenhuma igualdade
com os dados de Myxozoa disponiveis no GenBank, entretanto, as sequéncias de
mixosporideos que mais se aproximaram ao Henneguya sp. foram Henneguya rotunda
Moreira et al. (2014) (GenBank: KJ416131.1) com uma similaridade de 86% e
Henneguya piaractus Martins & Souza (1997) (GenBank: KF597016.1) apresentando
uma similaridade de 84%.

As analises filogenéticas realizadas apresentaram um melhor resultado
utilizando a analise Bayesiana. Com essa andlise foi construido a topologia, por alcancar
um valor de confiabilidade (“bootstrap””) maior. Foram utilizados apenas espécies de
Henneguya para construir a topologia. Essa analise demonstrou que as espécies de
Henneguya se agruparam em trés Clados (A, B e C), sendo que Henneguya sp. ficou
isolada em um grupo monofilético, porém podendo ser classificada como uma espécie
basal das espécies de Henneguya parasitos de peixes dulcicolas. No clado A observa-se
0 agrupamento de apenas espécies de Henneguya parasitos de peixes da ordem
Perciformes e de habito marinho. O clado B foi dividido em 2 subclados, observando-se
0 agrupamento de espécies de Henneguya parasitos de peixes das ordens Characiformes
(B1), Esociformes e Perciformes (B2), todos hospedeiros de habito dulcicola. No clado
C observa-se dois subclados ambos com espécies de parasitos de peixes da ordem

Siluriforme (Figura 3).

52



o H i s AB183747 |Latealabracidae
" He cynoscioni JNO17203 | Sciaenidae
— Henneguya tunisiensis GQ340975 | Labridae —— .
1 He guy iensis JQ687060 Marinho
A H K i AB693053 Sparidae
4{‘— Henneguya ogawai AB693050
H a sp. Characidae
guya leporinicola KP980550
Henneguya friderici KY315824 Anostomidae pramcliomes
! H guya visibilis KC771143
Henneguya rotunda KJ416130 Bryconidae
. raiEE Serrasalmidae
Henneguya pi: KF597016
Henneguya psorospermica EU732602
Esocidae Esociformes
Hi guya lobosa EU732600
a8 Henneguya creplini EU732597 | Percidae | Perciformes
s lenneguya corruscans JQ654971
\'_Df;enneguya multiplasmodialis JQ654969
' Henneguya multiplasmodialis KF296354 . . Dulcicola
C 1 He pseudoplatystoma KP981638 Fneiodoe
4‘i|:l4enneguya maculosus KF296344
] = Henneguya eirasi HQ655111
—C 1 Henneguya exilis AF021881 —
P ‘I:E Henneguya adiposa EU492929
= Henneguya mississippiensis KP404438
Henneguya ictaluri AF195510 Ictalridas
C 2 g - Henneguya sutherlandi EF191200
Henneguya pellis FJ468488
Henneguya bulbosus KM000055
Henneguya gurlei DQ673465
Henneguya laseeae KX354352
L Yi KT279402 Channi Perc
Myxidi ii KJ499821

Figura 3. Topologia do cladograma obtido por Anélise Bayesiana, demonstrando a relagio do Henneguya sp. com outras espécies de Henneguya do mundo, baseado no

gene 18S rDNA. Os ndmeros nos nds referem-se ao “bootstrap” (valor de confiabilidade), gerado nos cladogramas filogenéticos em que 0.5 é o valor minimo de

confiabilidade, os simbolos (-) referem-se aos valores de bootstrap abaixo de 0,5. Seta e marcagdo dando enfoque ao nosso exemplar de Henneguya.
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5.4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

As similaridades apresentadas pelos resultados de morfologia e histologia entre a
nossa espécie de Henneguya sp. e a Henneguya chydadea, com as medidas
apresentando pouca variabilidade em todos os caracteres de diferenciacdo de espécies
segundo o trabalho de Lom & Dykova, (2006), além de apresentarem o mesmo sitio de
infeccdo do seu plasmodio na lamela branquial e mesmo hospedeiro, A. altiparanae, nos
indica que a nossa espécie de Henneguya é a mesma espécie descrita por Barassa et al.
(2003). Sendo assim, propomos a caracterizacdo filogenética desse trabalho como a
descricdo expandida da H. chydadea.

As caracteristicas de Henneguya sp. foram comparadas com espécies de
Henneguya descritas infectando peixes da ordem Characiformes. A comparacdo e
discussdo sobre as espécies de Henneguya foi realizada utilizando os critérios descritos
por Lom & Dykova (2006), que sdo comprimento total do esporo, comprimento da
cauda, comprimento e largura do corpo dos esporos, comprimento e largura das
capsulas polares, disposicdo interna dos filamentos polares (nimero de voltas). Das
espécies de Henneguya parasitos de peixes da ordem Characiformes, sete espécies
foram escolhidas para fazer a comparacdo que infectam peixes da familia Characidae
sendo elas: H. chydadea, infectando branquia de A. altiparanae, H. astyanax, infectando
branquias de A. keithi, H. artigasi, infectando brénquias de A. scabripinnis, H.
intracornea, infectando a cornea de A. scabripinnis, H. hoimba, infectando branquias de
A. fasciatus, H. testicularis, infectando gbénada de M. oligolepis e H. pisciforme,
infectando branquias de H. anisitsi (Tabela 1) (Cordeiro et al., 1983/84; Gioia et al.,
1986; Cordeiro & Gioia, 1987; Gioia & Cordeiro, 1987; Azevedo et al., 1997; Barassa

et al., 2003; Vita et al., 2003).
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Depois de realizado a comparacdo morfoldgica da Henneguya sp. com as
especies que parasitam peixes da familia Characidae, Henneguya sp. apresentou uma
aproximacdo com Henneguya chydadea. Estas similaridades referem-se as medidas de
comprimento total do esporo (17.6 — 20 um para H. chydadea e 20,29 um para
Henneguya sp.), largura do corpo (3.2 — 5.6 um para H. chydadea e 4.98 um para
Henneguya sp.), comprimento do corpo (8.8 — 11.2 um para H. chydadea e 10,49 para
Henneguya sp.), comprimento das capsulas (3.2 — 4.4 um para H. chydadea e 3,74 um
para Henneguya sp.), largura das capsulas (1.2 — 1.6 um para H. chydadea e 1,25 um
para Henneguya sp.), comprimento da cauda (8 — 9.6 um para H. chydadea e 9.7 um
para Henneguya sp.) e apenas as voltas dos filamentos polares que ndo foi possivel
realizar a comparacao.

Como resultado da anélise histoldgica, ficou evidenciado o desenvolvimento do
plasmddio que ocasionou uma pequena compressdo no tecido adjacente, porém, ndo foi
observado nenhum infiltrado. Segundo Molnar (2002), foi possivel classificar a
infeccdo, sendo ela do tipo intralamelar, e que é considerada uma forma de infeccédo
menos patogénica do que outros tipos de infeccdo (Eiras et al., 1999). Também foi
possivel notar a presenca de um tecido conjuntivo envolto no cisto, que segundo Sitja-
Bobadilla (2008), é uma caracteristica comum na infeccdo por mixosporideos.
Resultado semelhante ao trabalho de Barassa et al. (2003) na descrigcdo da H. chydadea,
na qual descreveram a presenca de cistos do tipo intralamelar nas branquias de A.
altiparanae.

A partir da analise filogenética utilizando a anélise Bayesiana, foi possivel
observar os resultados dos autores Khlifa et al. (2012) em que eles demonstraram que as
especies dos géneros Henneguya/Myxobolus possuem uma forte tendéncia para formar

clados de acordo com o ambiente do hospedeiro (marinho ou dulcicola) e também,
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segundo Ferguson et al. (2008), é possivel observar a propensdo de 0s mixozoarios se
agruparem pela infeccdo em peixes da mesma ordem e/ou familia. Esta tendéncia pode
ser observada na topologia do cladograma filogenético por analise Bayesiana.

Henneguya sp. ficou isolada num clado a parte, possivelmente pelo fato de nao
estarem disponiveis para analise sequéncias do gene 18S rDNA de outras espécies de
Henneguya parasitos de peixes da familia Characidae, ndo sendo possivel compara-la e
por consequéncia, agrupa-la em algum clado. Esse resultando acaba corroborando com
Ferguson et al. (2008), pois mesmo sozinha, a espécie ficou préximo de outras espécies
de Henneguya parasitos de peixes da ordem Characiformes, que se localizam no Clado
B1.

No Clado A, observa-se 0 agrupamento das espécies de acordo com o ambiente
e pela ordem dos peixes parasitados. Nesse Clado todas as espécies de Henneguya
parasitos de peixes de ambiente marinho foram agrupadas e destes, todos pertencem a
familia Perciformes. Ainda no Clado A, presencia-se uma variedade de familias dos
hospedeiros, como um exemplar da familia Lateolabracidae, um da familia Sciaenidae,
um Labridae e trés da familia Sparidae.

O Clado B € o mais diverso, notando-se 0 agrupamento de Henneguya spp.
parasitos de algumas ordens de peixes, porém apenas hospedeiros de ambientes
dulcicolas. Dentro do Clado B foi possivel a divisdao em dois subclados, na qual B1 sdo
os individuos parasitos de peixes da ordem Characiformes e B2 os parasitos de peixes
das ordens Characiformes, Perciformes e Esociformes. Dentro do subclado B1,
agruparam os hospedeiros das familias Anostomidae (trés exemplares), Bryconidae (um
exemplar) e Serrasalmidae (um exemplar). Finalizando o Clado B, o subclado B2
agrupou exemplares de Henneguya parasitos de peixes das familias Esocidae (dois

exemplares), Serrasalmidae (um exemplar) e Percidae (um exemplar).
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O Clado C, menos diverso em relacdo as familias dos hospedeiros em que todos
pertencem a ordem Siluriforme e de ambientes dulcicolas. Dentro do subclado C1,
agruparam-se seis espécies de Henneguya parasitos de peixes da familia Pimelodidae.
No subclado C2 presencia-se nove espécies parasitos de hospedeiros da familia
Ictaluridae. Apenas a Henneguya chaudhuryi Chaudhary et al. (2017) apresentou o
mesmo agrupamento fora dos Clados A, B e C, como apresentado pela Henneguya sp..

Estes resultados corroboram com os estudos realizados por Ferguson et al.,
(2008), Naldoni et al., (2011) e Adriano et al., (2012), que utilizando andlises
filogenéticas com o gene 18S, verificaram que 0s mixosporideos tendem a se agrupar
seguindo a ordem e familia dos hospedeiros e ambiente de vida (marinho ou dulcicola).
Porém, a localizacdo do Henneguya sp. na topologia, nos demonstra que sua posicao
filogenética continua ndo definida e que é necessario novas sequéncias do gene 18S
rDNA de outras espécies de Henneguya parasitos de peixes da familia Characidae,
assim como novas possibilidades de marcadores moleculares para identificacdo de
espécies de mixosporideos.

Segundo os resultados morfoldgicos e histopatologicos, pode-se concluir que o0s
resultados moleculares e filogenéticos sdo complementares do Henneguya chydadea,
descrita anteriormente por Barassa et al. (2003). Sendo assim, os resultados e discussdo

desenvolvidos aqui podem ser uma descri¢do expandida dessa espécie de mixozoario.
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