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RESUMO

Os peixes representam, entre os vertebrados, o grupo com maior variedade de espécies. O
Brasil possui uma grande diversidade de peixes, sendo que na bacia amazdnica esta ictiofauna
representa cerca de 15% de todas as espécies de dgua doce do mundo, com mais de 2.500
espécies nativas validadas, representando um importante recurso explorado pelas atividades
pesqueiras praticadas para fins comerciais e de subsisténcia. O objetivo do trabalho proposto ¢
caracterizar através de estudo morfoldgico e molecular a diversidade de Apicomplexa
parasitos de peixes nativos da bacia do rio Tocantins, capturados na regido do
Bico-do-Papagaio, por¢do oriental da regido amazonica brasileira. Com coletas realizadas via
pesca manual e tarrafa nas regidoes de Imperatriz e Estreito, no estado do Maranhao. Analises
morfométricas e moleculares foram realizadas em cinco espécies de peixes, Psectrogaster
amazonica, Hemiodus unimaculatus, Rhamdia quelen, Cichla ocellaris e C. piquiti. PCRs
realizadas com amostras de tecido hepatico contaminadas com vacuolos parasitéforos de
Calyptospora spp resultaram em quatro sequéncias parciais do gene 18S. Em hospedeiros de
tucunarés (Cichla spp), foram obtidas sequéncias parciais de Calyptospora spl, com 660 pb, e
Calyptospora sp2, com 532 pb. Duas sequéncias parciais de Calyptospora sp3, com
respectivamente 339 e 631 pb, foram obtidas de parasitas de Avoador (Hemiodus
unimaculatus) e Calyptospora sp4, com 641 pb, parasita de Jundid (Rhamdia quelen). A
prevaléncia e ocorréncia de coccidios na regido ¢ alta. E que provavelmente as espécies de
parasitos eucarioticas encontradas podem ser novos registros de novas espécies. A diversidade
de microparasitos associados a peixes na bacia do rio Tocantins ¢ ainda s6 atenuadamente
conhecida. As espécies de parasitos eucariotos encontradas durante o presente estudo podem
ser registros de novas espécies, ou novas areas de ocorréncia, de mixozoarios e coccideos para
a regido neotropical. contudo, serdo necessarios mais estudos em relacao a biologia molecular
e ultra estrutura destes parasitos para possibilitar a comparagdo destes organismos observados
com espécies ja descritas na literatura cientifica.

PALAVRAS-CHAVE:1. Apicomplexa ; 2. Coccideo ; 3. Biologia Molecular.
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INTRODUCAO

Os peixes representam entre os vertebrados, o grupo com a maior variedade de
espécies (Bond-Buckup, 2010). O Brasil possui uma grande diversidade de peixes, e na bacia
amazonica essa ictiofauna representa cerca de 15% de todas as espécies de agua doce do
mundo, com mais de 2.500 espécies nativas validadas, representando um importante recurso
explorado pelas atividades de pesca praticada para fins comerciais e de subsisténcia (Barthem,
2004; Menin, 2007; Jézéquel, 2020).

E a suscetibilidade desses peixes as infeccdes por parasitas, € os fatores que
influenciam essas ocorréncias, envolvem principalmente alteragdes ambientais na agua
(Edema, 2008). As infec¢des parasitarias causam consequéncias que afetam aspectos do
comportamento dos peixes, assim como geram alteracdes quimicas e fisioldgicas, resultando
em impactos que afetam severamente a ecologia desta ictiofauna (Barber, 2000; Tavares
2021).

O Filo Apicomplexa (Levine, 1970) apresenta mais de 6.000 espécies descritas, o que
representa aproximadamente 0,1% da diversidade estimada para o grupo. Composto por
organismos unicelulares eucariotos que estabelecem relagdes parasitarias com todos os grupos
de animais vertebrados e muitos invertebrados, tanto no ambiente aquatico quanto terrestre
(SILVA et al., 2020).

Entre os Apicomplexa que estabelecem relacdes parasitarias com vertebrados, os
representantes da classe Coccidia (Leuckart, 1879) tem se destacado como causadores de
doengas em organismos aquaticos. Contudo, apesar de apresentarem uma ampla distribui¢ao
geografica, as coccidioses em peixes podem ser consideradas doengas negligenciadas, visto o
baixo nimero de estudos sobre a diversidade e filogeografia deste grupo de parasitos de
peixes (SILVA et al., 2012; WHIPPS et al., 2013; DUSZYNSKI & COUCH, 2013; CLARK
et al., 2016).

Com ciclo de vida conhecidos geralmente envolvendo a passagem pelo sistema
digestorio do vertebrado aquatico (VOTYPKA et al., 2017), os Coccidia parasitos de peixes
ainda tem sua distribuicdo e biodiversidade pouca estudada na porcdo oriental da regido
amazonica brasileira (SILVA et al.,, 2019). Levando a necessidade de ampliagdo do
entendimento sobre a diversidade e papel ambiental de coccideos associados a organismos

aquaticos na regido tropical, visto o potencial zoondtico destes organismos, que podem
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acarretar prejuizos economicos e gerar impactos negativos a saide humana (CHAI et al.,2005;

KHALI et al., 2014).

METODOLOGIA

Area de estudo

As amostras de peixes analisadas foram coletadas na por¢do final do médio curso do
rio Tocantins (sub-bacia 23) no norte do estado do Tocantins e oeste do estado do Maranhao.
Com coletas realizadas via pesca manual e tarrafa nas regides de Imperatriz e Estreito, no

estado do Maranhao.

Os produtos de PCR foram evidenciados pela eletroforese em gel de agarose e
purificados com GFX™ PCR DNA e um kit de Purificacio de Bandas de Gel (GE
Healthcare, UK), de acordo com as instrucdes do fabricante. As reacdes de seqiienciamento
serdo conduzidas com o kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
EUA), seguindo as instru¢des do fabricante, em um ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a realizacdo dos estudos foram analisados 42 exemplares de Psectrogaster.
amazonica, 19 amostrados durante o periodo chuvoso e 23 amostrados no periodo de
estiagem de junho a setembro de 2021. A analise da espécie Hemiodus unimaculatus foi
realizada com 18 exemplares, todos amostrados durante o periodo chuvoso. No estudo, o

género Cichla foi representado por duas espécies, mostradas em periodos distintos.

No Cichla ocellaris foram realizadas medigdes morfométricas dos oocistos a fresco.
Os oocistos observados apresentaram diametro médio de 19,2 (18,2 — 24,3), com esporocistos
apresentando comprimento total médio de 10,9 (10,4 — 11,6), largura média 4,6 (4,0 — 7,0) e
comprimento total do prolongamento posterior médio de 4,5 (3,2 — 5,8). Divergindo de outros

representantes do género Calyptospora ja descritos parasitando peixes no rio Tocantins.
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Figura 01 — Corte histologico do tecido hepatico de Cichla piquiti, corado por
Hematoxilina-Eosina. Oocisto do género calyptospora (Seta), esporocisto com duas capsulas
polares (*).

Os coccidios hepaticos amostrados em Cichla piquiti. apresentaram oocistos, com
diametro médio foi de 21,9 (18 — 24), contendo quatro esporocistos, com comprimento total
médio de 10,3 (8.8 — 11.6), largura média 4,6 (3,2 — 7,0) e comprimento total do
prolongamento posterior médio de 3,4 (2.2 — 5.8). Os dados morfométricos foram comparados
entre a espécie, C. paranaidji por Silva et al. (2018), em que o comprimento médio do oocisto
¢ de 21,1; o comprimento dos esporocistos 9,7 e largura 4,6. Indicando uma proximidade

morfoldgica entre os oocistos presentes no Cichla sp. com a espécie C. paranaidji.

Em relagdo ao Rhamdia quelen, no exame parasitolégico por microscopio
estereoscopico foram encontrados diversos oocistos esporulados, espalhados pelo parénquima
hepatico e centros melano-macrograficos ao redor dos oocistos. E realizada as medigdes
morfométricas dos oocistos apresentaram didmetro médio de 11.1 (9,5 — 11,8), com quatro
esporocistos com comprimento total médio de 4,0 (4,0 — 4,0), largura média 1,8 (1,8 — 1,8) e
comprimento total do prolongamento posterior médio de 1,4 (1,4 — 1,4). Os dados obtidos

foram insuficientes para uma comparagdao com outras espécies do género Calypstopora.
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Figura 02 — Tecido hepatico a fresco do Rhamdia sp. evidenciando a presenga de vacuiolos
parasitoforos (*) com oocistos esporulados em meio a centros melano-macrofagico (A - Seta
preta). Oocisto esporulado (B - Seta branca).

Com relagdo ao Psectrogaster amazonica € Hemiodus unimaculatus, nao foram feitas
as medigdes morfométricas dos parasitos encontrados para comparacdo com trabalhos
publicados de espécies que ja foram registradas no Brasil, porém materiais foram coletados
para as analises moleculares.

Biologia molecular e analises filogenéticas dos microparasitos eucariotos

As amostras genéticas analisadas de myxozoario do género Henneguya, parasitos do
tecido renal de Psectrogaster amazonica até o presente momento nao resultaram amplificagao
de material genético dos parasitos, ndo podendo ser realizadas discussdes acerca da relagdo
filogenética destes com outras espécies ja publicadas de parasitos deste género em peixes da

regido neotropical.

Os PCR’s realizados com amostras de tecidos hepaticos contaminados com vacuolos
parasitéforos de Calyptospora spp resultaram em quatro sequéncias parciais do gene 18S. Nos
hospedeiros Tucunarés (Cichla spp), foram obtidas sequéncias parciais de Calyptospora spl,
com 660 pb, e Calyptospora sp2 apresentando 532 pb. Duas sequéncias parciais de
Calyptospora sp3, com respectivamente 339 e 631 pb, foram obtidos de parasitos de Avoador
(Hemiodus unimaculatus) e Calyptospora sp4, com 641 pb, parasito de Jundid (Rhamdia

quelen).

A andlise filogenética dos exemplares de Calyptospora envolveu 12 sequéncias de

nucleotideos. Todas as posi¢des contendo lacunas e dados ausentes foram eliminadas. Havia
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um total de 330 posi¢des no conjunto de dados final (Fig. 18). Os hospedeiros das espécies
Calyptospora spl e Calyptospora sp2, pertencem ao género Cichla, contudo ainda aguardam
confirmagdo quanto a espécie, havendo suspeita de pertencerem as espécies Cichla piquiti e
Cichla ocellaris, respectivamente. Calyptospora spl apresenta uma provavel equivaléncia
com Calyptospora paranaidji, descrito por Silva et al. (2019) parasitando C. piquiti
amostrados no lago da UHE de Estreito, Maranhdo, localizada no rio Tocantins a

aproximadamente 200 km a montante da regido de coleta atual.

A espécie Calyptospora sp2 pode apresentar correspondéncia com Calyptospora
tucunarencis, parasito de C. ocellaris na regido nordeste, contudo nao ha dados moleculares
desta espécie para confirmacdo. Avaliacdes morfologicas mais precisas, em especial com a
utilizacdo de técnicas de microscopia eletronica de transmissdo, podem confirmar a relagao
destes parasitos e resultar em publicacdo com a descricdo molecular de C. tucunarencis e

ampliacao da area de ocorréncia desta espécie.

Parasitando exemplares de Hemiodus unimaculatus a espécie Calyptospora sp3 pode
representar uma nova espécie para o género, o que elevaria para trés o nimero de espécies do
género Calyptospora descritas na regido de estudo. A ampliagcdo das andlises moleculares e a
realizacdo de analises morfologicas poderdo confirmar essa hipdtese. Calyptospora sp4
parasitando o siluriforme R. quelen na andlise de Maxima ParcimoOnia apresentou melhor
alinhamento com C. spinosa, devendo haver ampliacao dos estudos moleculares para tomada

de decisdo acerca de se tratar ou ndo de uma nova espécie.

40 — Calyptospora paranaidji (MH480605)
76 ————— Calyptospora sp1
45 Calyptospora sp2
e ] E— Calyptospora sp3
Calyptospora sp3
58 Calyptospora spinosa (FJ904637)
68

Calyptospora sp4
Calyptospora funduli (FJ904646)

47

o Calyptospora serrasalmi (FJ904642)

Calyptospora gonzaguensis (MZ452665)
Adelina grylli (DQ096836)
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Figura 03. Analise de Maxima Parcimonia de taxa de Calyptospora, analisados.

CONCLUSOES

A diversidade de microparasitos associados a peixes na bacia do rio Tocantins ¢
ainda so atenuadamente conhecida. As espécies de parasitos eucariotos encontradas durante o
presente estudo podem ser registros de novas espécies, ou novas areas de ocorréncia, de
mixozoarios e coccideos para a regido neotropical. Contudo, serdo necessarios mais estudos
em relacdo a biologia molecular e ultra estrutura destes parasitos para possibilitar a

comparagao destes organismos observados com espécies ja descritas na literatura cientifica.
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