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RESUMO

A bacia do rio S8o Francisco é intensamente explorada em pisciculturas da
regido com grande importancia econémica. O objetivo do presente estudo foi a
identificagdo de linhagens de peixes silvestres e cultivados em pisciculturas do
baixo Sdo Francisco resistentes/suscetiveis a infec¢des parasitarias utilizando
marcadores moleculares. Foram coletados 46 espécimes de Prochilodus
argenteus e 67 de Astyanax aff. bimaculatus no territorio sergipano. Os peixes
foram eutanasiados por choque térmico, medidos, pesados e submetidos a
exame da superficie externa. Em seguida, foi realizada a necropsia e exames
da cavidade geral, musculatura e érgdos internos, sendo calculadas as taxas
de prevaléncia e intensidade de infeccdo. Amostras de tecido muscular foram
processadas e submetidas a extracdo de DNA. Posteriormente, o material
gendémico foi submetido a condicbes de amplifcacdo em termociclador
Biocycler® e analisados com marcadores RAPD e ISSR . Foi determinada a
distancia e identidade genética de Nei construindo-se um dendrograma
baseado na distancia genética através do método UPGMA, utilizando-se o
programa Pop Gen32®. Nos espécimes de Prochilodus argenteus foram
encontrados Spinitectus asperus no intestino (P=65,2%; 1=8,5), Tereancistrum
toksonum nas branquias (P=50,0%; 1=7,6) e Dolops sp. no tegumento
(P=13,0%; 1=1,7). Em relac@o a riqueza parasitéria interespecifica, 45,7% dos
peixes apresentaram infeccédo simples, 34,8% infeccdo concomitante por duas
espécies, 4,3% por trés e 15,2% nao estavam parasitados. Entre as infeccfes
simples, o parasita S. asperus foi o mais frequente (30,4%), seguido da
associacdo S. asperus-T. toksonum (28,3%) e de T. toksonum (13,0%). A
avaliacdo molecular revelou que o percentual de loci polimorficos e o indice de
diversidade genética de Shannon foram de 98,45% e 0,49 respectivamente.
Apesar do alto potencial polimorfico, o grau de divergéncia genética intra
populacional foi baixo. Os resultados apresentados demonstram que
espécimes de P. argenteus com maior proximidade genética sdo mais
suscetiveis a infeccao parasitaria por T. toksomun. Com relacdo a Astyanax aff.
bimaculatus, observou-se presenca de Laernea na superficie do corpo,
monogénea nas branquias, metacercaria nas branquias e bexiga natatoria,

além dos nematddeos intestinais Procamallanus sp., Rabdochona sp. e Dolops
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(tegumento). Aproximadamente 41% dos Astyanax sp. apresentaram perfil
eletroforético homogéneo, ao utilizar-se o iniciador CCCGTAGCAC. Entre os
espécimes oriundos de Propria, o material genbmico apresentou perfil
eletroforético com bandas < 800pb (n=11) e > 800pb (n=4), sendo o ultimo
padrdao mais prevalente nos hospedeiros de metacercarias nas branquias. A
analise de cluster originou uma arvore filogenética com dois ramos/grupos
distintos, independentes do local de origem, entretanto homogénea com
relacGo a expressdo do carater suscetibilidade/resisténcia a infeccdo
parasitaria. Os resultados apresentados sugerem a necessidade de
aprofundamento/ ampliacdo de estudos sobre a variabilidade genética em
populacdes de peixes com o uso de marcadores moleculares para melhorar o
manejo dos estoques com enfoque seletivo de linhagens visando a

resisténcia/suscetibilidade as infeccbes parasitarias.

Palavras-chave: Ictioparasitas; Diversidade Genética; Prochilodus argenteus;

Astyanax aff. bimaculatus; Baixo S&o Francisco.
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ABSTRACT

The S&o Francisco River basin is heavily exploited fish farms in the region
having great economic importance. This study aims to identify strains of wild
fish and farmed fish farms in the Lower S&o Francisco resistant / susceptible to
parasitic infections using molecular markers. We collected 46 specimens of
Prochilodus argenteus and 67 specimens of Astyanax aff. bimaculatus within
Sergipe. The fish were killed by heat shock, weighed, measured and examined
the outer surface. We then carried out the autopsy were examined where the
general cavity, muscles and internal organs were calculated prevalence rates
and infection intensity. Samples of muscle tissue were processed and subjected
to DNA extraction. Subsequently, the DNA subjected to conditions in
amplifcacdo Biocycler ® thermocycler and analyzed by RAPD. Was determined
distance and genetic identity of Nei constructing a dendrogram based on
genetic distance using the UPGMA method, using the program Pop Gen32 ®.
In Prochilodus argenteus specimens were found in the intestine Spinitectus
asperus (P = 65.2%, | = 8.5), Tereancistrum toksonum gills (P = 50.0%, | = 7.6)
and Dolops sp. the integument (P = 13.0%, | = 1.7). Regarding interspecific
parasite richness, 45.7% had single infections, 34.8% concomitant infection by
two species, 4.3% for three and 15.2% were not parasitized. Among the simple
infections, the parasite S. asperus was the most frequent (30.4%), followed by
the association S. asperus-T. toksonum (28.3%) and T. toksonum (13.0%). The
matrix of Nei's genetic distance and dendrogram revealed that the percentage
of polymorphic loci and genetic diversity index of Shannon, were 98.45% and
0.49 respectively. Despite the high potential polymorphic, the degree of genetic
divergence intra population was low. The results show that specimens of P.
argenteus with greater genetic similarity are more susceptible to parasitic
infection by T. toksomun . In relation to Astyanax aff. bimaculatus, we observed
the presence of Lernaea on the body surface, gill Monogenea, metacercariae in
gills and swim bladder, in addition to nematodes Procamallanus sp.,
Rabdochona sp. (Intestine) and Dolops (integument). Approximately 41% of
Astyanax sp. electrophoretic profile showed homogeneous, using up the initiator
CCCGTAGCAC. Among the specimens from Propria, the genomic material
presented electrophoretic profile with bands < 800pb (n = 11) and > 800pb (n =
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4), the latter being more prevalent in standard hosts of metacercariae in gills.
Cluster analysis yielded a phylogenetic tree with two branches / groups,
independent of the place of origin, however homogeneous with respect to the
expression of the trait susceptibility / resistance to parasitic infection. The
results presented suggest the need for deepening / enlargement of studies on
the genetic variability in populations of fish with the use of molecular markers for
improve the handling of inventories with approach selective lineages aiming

resistance / susceptibility to infections parasitic.

Keywords: Ictioparasitas; Genetic Diversity; Prochilodus argenteus; Astyanax
aff. bimaculatus; Lower S&o Francisco.
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1- INTRODUCAO

A aquicultura € praticada em todos os estados brasileiros, sendo que em
Sergipe os municipios do Baixo Sao Francisco estdo diretamente ligados a
esse tipo de producéo. Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura, o
Brasil produz aproximadamente 1,25 milhdes de toneladas de pescado, sendo
38% cultivados, gerando um PIB pesqueiro de R$ 5 bilhdes, mobilizando 800
mil profissionais entre pescadores e aquicultores além de proporcionar 3,5

milhdes de empregos diretos e indiretos (BRASIL, 2011).

A intensificacdo do uso de recursos aquaticos tem produzido grande
impacto nas comunidades pesqueiras. Na piscicultura intensiva, a incidéncia de
parasitoses podem causar significativas perdas durante o cultivo necessitando
de um manejo mais adequado (HENRIQUES, 2007).

O crescimento populacional, a alteracdo no padrdao de consumo e o
aumento do poder de compra tém gerado uma presséo sobre a demanda por
alimentos de boa qualidade. Dentre estes alimentos o pescado apresenta um
grande destaque, por ser considerado um alimento facilmente digerivel,
altamente protéico e de baixo valor cal6rico, e ainda excelente fonte de
vitaminas e minerais (SANTOS, 2006). Relacionado com a alimentagéo
humana e o desenvolvimento da pesca, a parasitologia se destacou com um
nivel relevante de importancia, pois a tecnologia do pescado, no seu aspecto
de criacdo e inspecdo, visa a seguranca do consumidor (SILVA; SAO
CLEMENTE, 2001).

Os peixes apresentam grandes indices de infeccdo por parasitos, devido
as caracteristicas préprias do seu habitat natural que é favoravel ao acesso e
penetracdo de patdégenos, podendo estar diretamente relacionado ao
aparecimento de doencas (ALMEIDA; COHEN, 2011). Para estudar um
determinado organismo, é importante conhecer as possiveis alteracdes que
possam acometé-lo. A epidemiologia das doencgas de peixes tem usado a
ocorréncia dessas doencas como indicador de fatores ambientais impactantes
podendo ser de ordem natural ou antropogénica, tendo como conseqiéncia

possiveis perturbacgdes fisiologicas (RODRIGUES et al., 2002).



Os parasitas ocorrem, virtualmente, em todas as cadeias alimentares e
em praticamente todos os niveis troficos, freqientemente possuindo ciclo de
vida complexo, com transmissao dependente da presenca de uma variedade
de hospedeiros intermediarios, paraténicos e definitivos dentro do ecossistema
(ANDERSON, 1988). Considerando as caracteristicas biol6gicas dos peixes e a
diversidade ictiofaunistica e a importancia econémica da pesca, torna-se
necessario o aprimoramento de estudos correlacionando a variabilidade
genética e a conservacao de recursos pesqueiros visando a melhoria no
manejo dos estoques com enfoque seletivo de linhagens resistentes a infeccao

parasitaria.



2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:

O presente trabalho teve como objetivo geral a identificacdo de
linhagens de peixes Prochilodus argenteus e Astyanax aff. bimaculatus
cultivados em pisciculturas e silvestres do baixo S&o Francisco
resistentes/suscetiveis a infec¢cdes parasitarias através de marcadores

moleculares.

2.2- Objetivos Especificos:

- Determinar os principais metazodrios parasitas que acometem as espécies de

peixe Prochilodus argenteus e Astyanax aff. bimaculatus;

- Caracterizar as infeccfes parasitarias em termos de prevaléncia e intensidade

de infecgéo;

- Identificar linhagens de Prochilodus argenteus e Astyanax aff. bimaculatus

resistentes/suscetiveis a infeccdes parasitarias.



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aquicultura e pesca

A aquicultura é uma atividade que estuda e aplica os meios de promover
0 povoamento dos animais aquaticos e € um sistema de producéo de alimentos
com ritmo de crescimento acelerado. A piscicultura, uma das ramificacdes da
aquicultura, é o setor de maior importancia econémica, sendo desenvolvida
mediante 0 aumento da demanda de alimentos. A piscicultura teve inicio na
China ha cerca de 4 mil anos, tornando-se o maior produtor aquicola do
mundo 62% da produgdao mundial, sendo 47,5 milhdes de toneladas de
pescado em 2008 (FAO, 2010; PIZAIA et at., 2008; SILVA, 2005).

No Brasil, somente a partir da década de 1960 através de incentivos do
governo a produgcdo pesqueira teve a sua evolugdo. No entanto, esses
incentivos eram voltados exclusivamente a pesca industrial. No final da década
de 1980, com a reducao da producédo da pesca extrativa nacional € motivada
pelo avanco da aquicultura mundial foi que o Brasil comecou a desenvolver
seus primeiros projetos comerciais, apesar de continuar esbarrando em
diversos entraves. A partir de meados da década de 1990 o Brasil comecou
seu grande avanco na aquicultura (SEBRAE, s/d; SILVA, 2005).

Segundo a Organizacdo das NacGes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO, 2010), a aquicultura segue crescendo mais rapidamente
que qualquer outro setor de producao de alimentos de origem animal, com um
aumento aquicola per capita de 0,7 kg em 1970 para 7,8 kg em 2008, o que
constitui um crescimento médio anual de 6,6%. A producdo brasileira tem
aumentado na propor¢cao de 30% ao ano, desempenhando um importante
papel no cenéario nacional, consolidando-se como atividade de expanséo,
gerando alimentos, empregos, impostos e divisas.

O Brasil é considerado atualmente como o pais com maior potencial
para a aquicultura no mundo relacionado aos 8.400 km de costa marinha, os
5.500.000 hectares de reservatorios de aguas doces, aproximadamente 12%
de agua doce disponivel no planeta. O clima favoravel, quente o ano todo, na
maior parte do pais, a vasta extensao territorial, m&o de obra abundante,
muitos reservatorios, crescente demanda por pescado no mercado interno e a

grande diversidade de espécies com potencial para cultivo (SANTOS et al.,
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2008). Segundo informac¢des do IBAMA (2007), a regido Nordeste do Brasil foi
a que representou o maior indice de crescimento relativo com 22% das
duzentas mil toneladas de pescado produzidos.

Situado no Nordeste brasileiro, o estado de Sergipe possui uma area
territorial de 22.050kmz?, correspondente a 0,26% do territério nacional, sendo
banhado por regides hidrograficas — do rio S&o Francisco e do Atlantico Leste.
As bacias do territorio sergipano sado Bacia do rio S&o Francisco, Bacia do rio
Japaratuba, Bacia do rio Sergipe, Bacia do rio Vaza-Barris, Bacia do rio Piaui,
Bacia do rio Real, Bacia Costeira | e Bacia Costeira Il. Nesse cenario, a
aguicultura e a pesca estao presentes em praticamente todas as microrregides
de Sergipe como um setor de grande importancia social, e também por seu
potencial e rentabilidade, apresentando os mais diversos niveis de tecnificacao.
Elas apresentam potenciais para desenvolvimento da aquicultura, porém as
pisciculturas concentram-se preferencialmente naqueles municipios localizados
as margens do Rio Séo Francisco (SERGIPE, s/d; SOUZA et al., 1999).

Em relacdo ao mercado consumidor de peixes, € relevante ressaltar as
comunidades ribeirinhas locais que desenvolvem atividades de piscicultura
caracterizadas por aspectos culturais tradicionais e com fins de subsisténcia. O
uso sustentavel dos recursos hidricos na producdo do pescado e na geracao
de emprego e renda pode contribuir para a manutencdo das populacdes
ribeirinhas em seu habitat, reduzindo, consequentemente, o éxodo rural para
as cidades poélos da regido, assim como 0s problemas sociais gerados por esse
fluxo migratério (VERMULM JUNIOR; GIAMAS, 2009).

A pesca artesanal, considerada fonte de alimento e sustento para as
comunidades pesqueiras da bacia do rio Sdo Francisco, tem sofrido intenso
declinio nas ultimas décadas. As atividades humanas parecem ser as causas
mais comuns atingindo as comunidades ribeirinhas onde a pesca predatéria,
turismo desorganizado e alteracdes artificiais dos ambientes tém levado a
alteracdo de habitat, a perda da biodiversidade e desequilibrios nos
ecossistemas naturais. A bacia do rio Sdo Francisco ja foi bastante piscosa,
tanto no Alto como no Baixo curso, assegurando alimentos aos habitantes da
regiao e atraindo muitos pescadores (MELO, 2008).

Os sistemas de criacdo de peixes adotados em cada regido variam de

acordo com um conjunto de fatores como situacdo socioecondmica e habito
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alimentar dos consumidores, recursos naturais, humanos e tecnologicos, nivel
de desenvolvimento de setores da iniciativa privada, sistemas de producgéo e
das politicas publicas implementadas, principalmente no que se refere ao
financiamento da atividade e a atuacao dos 0rgaos de pesquisa e extensao. Ao
mesmo tempo em que ocorre a expansao desta atividade, ocorrem também
problemas sanitarios, pois com a intensificagdo dos meios produtivos, o
transporte dos peixes e a ma qualidade da &gua, entre outros, atuam como
agentes estressantes, resultando em depressdo dos mecanismos de defesa e
aumentando a suscetibilidade as enfermidades, o que consequentemente
causa prejuizos na producdo do pescado (ISHIKAWA et al., 2008; SILVA,
2005).

Na piscicultura intensiva, a incidéncia de parasitoses aumenta
proporcionalmente com a reducdo na qualidade nutricional dos alimentos e na
qualidade da &gua, e podem causar significativas perdas durante o cultivo. A
caréncia de estratégias tem levado a aquicultura a agregar problemas no
ambiente de producdo como agressfes e alteracbes no ecossistema, baixa
qualidade da agua, deficiéncias nutricionais e falta de conforto animal devido a
alta densidade de estocagem, favorecendo deste modo a proliferacdo e
estabelecimento de doencas infecciosas e parasitarias, culminando em perdas
econbmicas e ambientais. Os organismos aquaticos encontram-se
constantemente rodeados por patdégenos potenciais, incluindo bactérias, fungos
e parasitas. As aguas dos reservatorios com baixa qualidade associadas a
nutricdo inadequada e o sistema imune deprimido favorecem a manifestacéo
das enfermidades. Para a tentativa de controle e erradicacdo das doencas,
aliadas a necessidade de incrementacdo da producédo e a eficiéncia produtiva
da atividade, antibiéticos, pesticidas, fertilizantes, desinfetantes, anestésicos,
hormoénios, promotores de crescimento, e algicidas tem sido empregados pelos
operadores diretamente nos tanques de criacdo, cujas aguas voltam o leito
original do rio em estado bruto ou sem um tratamento adequado (CAMPOS,
2006; LOPES, 2006).



3.2- Parasitas

O conhecimento sobre os parasitas de peixes é fundamental para a
obtencado de produtos de boa qualidade. Os parasitas podem ser encontrados
em todo o corpo dos peixes, como por exemplo, nas branquias que sé&o
estruturas de vital importancia no metabolismo e homeostase dos peixes.
Lesbes de branquias causadas por parasitas geralmente incluem
desorganizacgdo estrutural, hiperplasia do epitélio, hipertrofia celular, necrose e
inflamacédo. Estas anormalidades sdo desencadeadas através de inumeros
fatores como, duracdo da exposicdo, intensidade da infeccdo, grau de
regeneracdo, podendo levar ao comprometimento das trocas gasosas e
metabdlicas e consequentemente, a integridade do animal (CAMPOS et al.,
2011).

Lernaea sp. € um parasita pertencente ao filo Artropoda, classe
Crustacea. Estes parasitas sdo bilateralmente simétricos, com corpo
segmentado coberto por uma cuticula de quitina rigida ou semi-rigida, provido
de apéndices articulados, possuem a cabe¢a menor que 0 corpo onde estédo
localizados os 6rgaos dos sentidos e tém capacidade adaptativa e resisténcia
aos tratamentos convencionais por ser um crustaceo (BOEGER, 1999). Este é
um parasita importante para a piscicultura, pois pode afetar diretamente na
economia da mesma por causar uma ma aparéncia nos peixes e também por
gerar problemas ecolégicos ja que este parasita quando introduzido no meio
ambiente pode ocasionar na mortalidade dos peixes devido a infeccbes
secundarias causadas por fungos ou bactérias (GALLIO et al., 2007).

Existem varias maneiras que 0s parasitas utilizam para alterar o
comportamento do hospedeiro intermediario, aumentando assim sua
vulnerabilidade a predacédo, onde incluem: reducao da histamina, aumento da
conspicuidade, desorientacdo e alteracdes nas reacdes a estimulos, como luz,
temperatura. A presenca de metacercarias no encéfalo pode levar o peixe
hospedeiro a uma natacéo erratica e diferente do seu comportamento normal.
(HOLMES; BETHEL, 1972).

Tais parasitas tém o0s peixes como um dos seus hospedeiros definitivos,
onde na fase adulta podem parasitar principalmente seu tubo digestivo, mas
também outros 6rgdos e estruturas. Os nematddeos caracterizam-se por

possuirem o corpo alongado, redondo e recoberto por uma cuticula protetora,
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com as extremidades afiladas. Estes parasitas apresentam sexos separados,
exibindo dimorfismo sexual e seu comprimento varia de milimetros até
centimetros (PINTO; VICENTE, 1999).

Procamallanus sp. tem seu de reproducdo iniciado quando as fémeas
viviparas liberam para o meio aquatico suas larvas que realizam movimentos
semelhantes a uma mola helicoidal atraindo, assim, a atencdo dos copépodos.
O peixe ira se infectar através da ingestdo do copépodo parasitado (COSTA;
CAMARGO, 2009).

Os trematdédeos possuem maior acdo patogénica quando 0S peixes
atuam como hospedeiros intermediarios, pois as metacercarias, como sao
chamadas as larvas dos digenéticos, sdo mais agressivas para 0s hospedeiros
do que as formas adultas. Ao migrarem pelos tecidos para alcancarem o sitio
de infeccdo, podem causar lesdes e, ao se encistarem, também podem causar
alteracdes nos tecidos (OLIVEIRA, 2005). As metacercarias do tipo Neascus
sdo as causadoras da Doenca dos Pontos Pretos que ocorre quando em
resposta a formacédo do cisto da metacercaria, o peixe forma uma capsula de
tecido conjuntivo que contém melanoforos, caracterizando, assim, o aspecto de
pontos pretos dos cistos. Esta doenca esta relacionada ao retardo do
crescimento, a perda de peso e até a alta mortalidade de peixes mais jovens,
podendo ter consequéncias econbmicas importantes na piscicultura, como a
mortalidade dos alevinos e a diminuicdo do valor comercial dos peixes
infectados devido a aparéncia pouco atrativa (CARVALHO et al., 2008).

As monogeneas sdo platelmintos ectoparasitas, apresentam ciclo de
vida direto podendo encontrar estagio em um Unico hospedeiro e sé&o
encontrados na superficie corporal, narinas, olhos e principalmente nas
branquias. Elas s&o parasitas que se caracterizam, principalmente, pela
presenca de um aparelho de fixacdo localizado geralmente na parte posterior
do corpo, o haptor. Esta estrutura € formada por uma série de ganchos e
ancoras, de numero e tamanhos variaveis, que sdo introduzidos no corpo dos
peixes para a fixacdo. A diversidade e adaptabilidade dessa estrutura permitem
a fixacdo em diferentes hospedeiros, caracteristica que permitiu 0 sucesso
evolutivo da classe e sua influéncia sobre os hospedeiros (WHITTINGTON;
2004).



As doencas provocadas por monogeneas estdo entre as mais
importantes para a piscicultura. Elevados indices de mortalidade ja foram
verificadas, principalmente em sistemas de criagdo intensiva, onde existe
grande densidade populacional de espécimes. A presenca de monogeneas nas
branquias dos peixes pode acarretar hiperplasia celular, hipersecrecdo de
muco e em alguns casos, fusdo de filamentos das lamelas branquiais. Tais
reacfes variam de intensidade, dependendo da espécie do parasita e,
principalmente, de sua abundancia no orgao e estrutura afetados (DIAS, 2010;
PAVANELLI et al., 2002; SANCHES, 2008).

Considerando-se a gravidade da parasitose, sugere-se como medida
profilatica, que todos os novos peixes adquiridos sejam submetidos a banhos e
a quarentena, isso € motivado pelo fato de os parasitas serem de ciclo
evolutivo direto, o que facilita sua propagacédo, e pela dificuldade de se
erradicar essa enfermidade, apds instalada na piscicultura. Devido ao fato
desses elementos estarem normalmente presentes no ambiente ou no
organismo dos peixes, possivelmente causando enfermidades quando ha
ruptura do equilibrio da relacdo ambiente — parasito - hospedeiro (PAVANELLI
et al., 2002; SCHALCH et al., 2006).

3.3- Marcadores moleculares e piscicultura

Através das caracteristicas biolégicas dos peixes, da grande diversidade
da ictiofauna e da importancia da pesca é que o estudo da variabilidade
genética populacional e especifica tem sido possivel, pois, a utilizacdo de
marcadores moleculares pode auxiliar no manejo e conservacao de recursos
pesqueiros. Nesse sentido, os marcadores moleculares vem permitido avancos
nos estudos de analise de estrutura de estoque, aquicultura e
taxonomia/sistematica de peixes (BONI et al. 2009; HERNRIQUES et al.,
2007).

O manejo reprodutivo nestes sistemas de cultivo pode levar a grande
reducdo da variabilidade genética e consequentemente promover prejuizo a
aquicultura, devido ao numero reduzido de espécimes. Se estes apresentarem
alto grau de parentesco, pode ocorrer um aumento da consanguinidade na
prole resultando em endogamia (ARTONI; MATIELLO, 2003), que tem como

principal consequéncia a reducdo na heterozigosidade, permitindo que alelos
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deletérios recessivos entrem em homozigose e manifestem fendtipos
indesejaveis, tais como deformidades grosseiras, diminuicdo da sobrevivéncia
das larvas e da viabilidade de juvenis e o aumento da suscetibilidade a
doencas (CAMPOS, 2009).

Marcadores moleculares sdo definidos como todo e qualquer fenotipo
oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas ou de um
segmento especifico de DNA (correspondentemente a regifes expressas ou
nao do genoma), podendo ser utilizados como marcadores genéticos, caso se
comportem segundo as leis basicas da heranca Mendeliana. Em um mapa
genético, tanto os marcadores dominantes (RAPD; AFLP; ISSR) como os co-
dominates (RFLP; SSR) podem ser empregados (CAMPOS, 2009).

Para que um mapa seja considerado completo, todos os marcadores
genéticos deverdo estar ligados, sugerindo que todas as regides do genoma
estejam representadas, e quando o numero de grupos de ligacdo obtida for
igual ao numero de cromossomos haploides da espécie estudada. No entanto,
outros requisitos sdo fundamentais quando se tém como objetivo a construcéo
de um mapa genético, como i) o tamanho da populacdo de mapeamento, ii) a
escolha dos genitores, e iii) 0 tipo de cruzamento a ser realizado (CAMPOS,
2009).

A técnica de “Random Amplified Polymorphic” DNA (RAPD) consiste em
amplificar o DNA genémico via PCR através de sequéncias nucleotidicas
arbitrarias usando “primers” ou iniciadores, possibilitando detectar altos niveis
de polimorfismo e gerar marcadores genéticos especificos — espécie (SALEM
et al. 2007).

O RAPD possui como vantagem nao ser necessario requerer nenhum
tipo de informacdo prévia do genoma que se pretende estudar e o uso do
conjunto de primers aumenta significativamente a eficacia da técnica para a
obtencdo de marcadores espécie- especificos. Porem existem algumas
limitagbes quanto a ndo separagdo dos organismos homozigotos dos
heterozigotos demonstrando a sua heranca dominante, demonstrando que as
populacdes estdo em equilibrio de Hard — Weinberg e os alelos diferentes loci
migram para a mesma posicéo no gel (TORRES et al. 2004).

Marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) sao

utilizados por ndo requerem informagfes prévias das sequéncias de DNA da
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espécie alvo, embora sejam conhecidos como menos polimérficos, produzem
fragmentos com grande reprodutibilidade quando comparados a outros
marcadores com base de PCR ndo especifico. Esses marcadores sao
escolhidos para evitar os problemas que os alelos nulos de microssatélites

poderiam trazer para as analises desejadas (SOUZA et al., 2008).

3.4- Prochilodus argenteus

A familia Prochilodontidae € constituida por um dos peixes mais
importantes da América Latina, além de que é um nutriente importante no ciclo
dos rios Neotropicais. A espécie Prochilodus argenteus Spix & Agassiz, 1829
conhecida como curimata-pacu é endémica do rio Sdo Francisco, sendo uma
espécie detritivora, de grande importancia como recurso pesqueiro e a maior
espécie da familia Prochilodontidae podendo alcancar até 15kg (BARBOSA et
al., 2008; MONTEIRO et al., 2009; SATO et al., 2005).

De acordo com levantamentos da fauna parasitaria em Prochilodus
argenteus Spix & Agassiz, 1829 tem registrado-se diversos grupos de parasitas
sendo entre as espécies mais comuns 0s Diplostomum sp., Godinho & Godinho
(2003), Saccocoelioides nani, Digenea; Valipora sp. (larva), Cestoda;
Neoechinorhynchus prochilodorum, Acantocephala; Spinitectus asperus,
Nematoda (Monteiro et al., 2009); Myxobolus franciscoi, Myxozoa (EIRAS et al.,
2010). No entanto, a maioria dos estudos com Prochilodus argenteus ainda se

concentra na regido do alto S&o Francisco e em peixes nao cultivados.

3.5- Astyanax aff. bimaculatus

Os peixes do género Astyanax pertencentes ao grupo bimaculatus,
conhecidos como lambari-de-rabo-amarelo sédo encontrados principalmente nas
bacias Amazonicas e do Sao Francisco (FROESE; PAULY, 2012).
Caracterizam-se por apresentarem uma mancha preta horizontal e duas listras
marrons na regidao umeral, além de uma mancha preta no pedunculo caudal
gue se estende até aos raios medianos da nadadeira caudal de cor amarela
(GARUTTI; BRITSKI, 2000). Neste grupo estdo incluidas cerca de vinte
espécies todos apresentando o mesmo padrao de coloracdo e com pequenas

variacdes de peso e comprimento (PERES et al., 2012).
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O género Astyanax, por apresentar habito alimentar onivoro e por se
localizar em posi¢do intermediaria na cadeia alimentar, pode servir como
hospedeiro intermedidrio e definitivo de véarias espécies de parasitas
distribuidos em diversos grupos, dentre estes parasitas podem ser encontrados

Copépodos, Branquiuros, Monogeneas e Nematodas (LIZAMA et al., 2008).
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Areas de estudo

As coletas dos espécimes foram realizadas no municipio de Neo6polis (10°
24’ 26” S e 36° 34’ 28” O) e de Propria (10° 10’ 177 S e 36° 52’ 90” O), ambos
localizados no baixo Sao Francisco, estado de Sergipe, Nordeste brasileiro.
(Figura 1).
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Figura 1. Localizacdo de Nedpolis e Propria, municipios onde foram realizadas
as coletas dos espécimes estudados.

O Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura de Betume da
Companhia de Desenvolvimento dos Vales do S&o Francisco e Parnaiba
(CODEVASF), onde foram coletados os espécimes de Prochilodus argenteus e
préoximo ao riacho onde foram coletados os Astyanax aff. bimaculatus, localiza-
se no perimetro irrigado do Betume, municipio de Neopolis, possui 13 viveiros
para alevinos, 5 viveiros para reprodutores e matrizes, 4 viveiros para engorda
demonstrativa, 8 viveiros desativados, totalizando 30 viveiros, com area de
16,72 ha (CODEVASF, 2007) (Figura 2)
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Foto:" CODEVASF

Figura 2. Foto aérea do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e
Aquicultura de Betume, localizado no municipio de Neo6polis/SE. (Fonte:
http://www.codevasf.gov.br).

Os espécimes de Astyanax aff. bimaculatus foram coletados em lagoas
adjacentes a Piscicultura Sdo Sebastido, localizada no municipio de Propria. A
piscicultura é composta por 19 tanques de cultivo e engorda de varias espécies
de peixes como Tilapia (Oreochromis niloticus), Pirarucu (Arapaima gigas),
Tambaqui (Colossoma macropomus), Xira (Prochilodus argenteus) e Pintado
(Pseudoplatystoma sp.). Possui também um laboratério de reproducdo e

criagdo de alevinos (Figura 3).

Figura 3. Vista aérea da Piscicultura Sdo Sebastido, localizado no municipio de
Propria/SE. Fonte: Google Earth
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4.2- Coleta de peixes

No periodo de marco a dezembro de 2011 foram coletados 46
exemplares de Prochilodus argenteus (Figura 4) em Nedpolis. De agosto de
2011 a abril de 2012 foram coletados 67 espécimes de Astyanax aff.
bimaculatus (Figura 5) em Neodpolis e 35 em Proprid. Os exemplares coletados
foram resfriados e transportados em caixas térmicas, até o Laboratorio de
Biologia Tropical do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (LBT/ITP), onde foram
medidos, pesados, examinados externamente em busca de ectoparasitas e em

seguida necropsiados.

Figura 4: Prochilodus argenteus

Figura 5: Astyanax aff. bimaculatus
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4.3- Avaliacao parasitaria

Para pesquisa de helmintos e artrépodos parasitos primeiramente
observou-se a superficie externa do peixe, incluindo as nadadeiras para
verificacdo da presenca e contagem de ectoparasitos (larvas de trematodeos,
artropodos e monogeneas de superficie) e em seguida, foi feita uma inciséo
longitudinal na regido ventral do peixe, da abertura urogenital em direcdo a
cabeca, expondo assim os 6rgdos internos. Foram examinados em busca de
parasitos: musculatura, cavidade geral e opercular, intestino, estbmago, bexiga
natatoria, figado, pancreas, vesicula biliar, coracdo e branquias, com a
utilizacdo de microscopio estereoscépio.

Para o estudo de monogeneas, as branquias foram isoladas inteiras e
mergulhadas em frasco com agua a 56°C, com agitacdes vigorosas por um
minuto. Em seguida, o sobrenadante € colocado em placa de Petri pequena e
as monogéneas presentes sdo contadas, fixadas em formol 5% e montadas em
meio de Hoyer ou Grey & Wess, para a identificacdo pelas partes
esclerotizadas (KRITSKY et al., 1995; POPAZOGLO, 1997; EIRAS et al., 2000;
VIANNA et al., 2008). Os trematddeos encontrados foram comprimidos entre
duas laminas e conservados em liquido de Railliet-Henry, e em seguida
corados por carmin cloridrico (LANGERON, 1949). Os nemat6deos foram
mortos em solucéo salina 0,15M a quente e conservados em solugéo de alcool
80% glicerinado a 10% (EIRAS et al., 2000). Posteriormente 0s nematédeos
coletados foram clarificados pelo lactofenol. Os exemplares de copépodos
encontrados foram preservados em alcool 70% e posteriormente clarificados
em acido latico 85% para identificacdo (TAVARES; LUQUE, 2001).

Os calculos de prevaléncia (P) e de intensidade de infeccdo (Il) foram
realizados a partir das definicbes apresentadas por BUSH et al. (1997), e sdo
dados por:

NP

P=—NE

X100

onde NP é o numero de peixes infectados por uma determinada espécie de
parasito e NE é o numero total de peixes examinados, e por:

Nspl

= Nsp2
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onde Nspl € o numero de individuos de uma determinada espécie parasita e

Nspl é o numero de peixes infectados por essa espécie.

4.4- Avaliacdo molecular

Foram seccionadas amostras de tecido muscular dos peixes,
armazenadas em microtubos contendo etanol absoluto, em seguida e
acondicionadas em freezer a -20°C para processamento posterior. O DNA foi
extraido conforme descrito por TORRES et al. (2004) & FORESTI et al. (2005).
Cerca de 100mg de tecido foi digerido em de tampéo de digestdo (Tris-base
50mM, EDTA 100mM + SDS 0,5%/ pH 8,0) contendo ainda, proteinase-K
20mg/mL (QIAGEN®) e mercaptoetanol. A mistura foi incubada em banho-
maria a 65°C por 18 horas para digestao do tecido. Apos, o material digerido foi
submetido a centrifugacdo a 13000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo limpo e esterilizado. O DNA
foi isolado dos demais componentes em fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1) e, posteriormente, precipitado em isopropanol a 4°C. O precipitado foi
lavado duas vezes em etanol 70% e uma vez em etanol absoluto (ambos a
4°C), ressuspendido em tampao TE (10mM Tris-HCIl, 1mM EDTA/ pH 8.0),
mantido a 4°C por 24hs para completa ressuspensao e armazenado a -20°C.

O DNA extraido foi submetido a amplificacdo RAPD (TGCGGGTCCT,
CCCGTAGCAC, GTCCATGCCA e GTGGTCCGCA) e ISSR
(AGAGAGAGAGAGAGA; CACACACACACACAC; ACACACACACACACA) sab
as seguintes condicdes: 2,8uM de primers aleatérios, 800uM de dNTPs
(INVITROGEN®), 3,3mM de MgCl,, tamp&o 1X, 2,5U de Taq DNA polimerase
recombinante (INVITROGEN®), ~30ng de DNA molde a &gua ultrapura
autoclavada em quantidade suficiente para um volume final de 25uL. Um
controle negativo foi incluso em cada reacao de amplificacdo. As reacdes foram
processadas em termociclador (modelo MJ96G: BZ-001 Biocycler®)
programado para 35 ciclos, com um passo inicial de desnaturacdo a 94°C por
guatro minutos e um passo de extenséo final a 72°C por cinco minutos. Cada
ciclo consistiu de desnaturacdo a 94°C, anelamento a 42,1°C e extensédo a
72°C, todas no tempo equivalente a um minuto. Para visualizagdo dos padrdes
de RAPD gerados, 7,5uL dos produtos de amplificacdo foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com Blue Green Loading Dye
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(LGC Biotecnologia®). O tamanho dos fragmentos obtidos com as
amplificagbes foram estimado por comparacdo com o padréo ladder 100 pb
(Invitrogen®, EUA). A presenca ou a auséncia de fragmentos de tamanhos
moleculares medianos foi usada para a construcao de uma matriz binaria, com
base no célculo do coeficiente de similaridade de Jaccard, codificando 1 como
presenca de fragmentos e 0 como sua auséncia resultando em uma matriz de
similaridade. A variabilidade genética para cada estoque foi determinada pelo
indice de diversidade genética de Shannon e pela porcentagem de fragmentos
polimorficos, A divergéncia genética entre os estoques foi analisada através da
distancia genética de Nei (1972). Essas andlises estatisticas juntamente com a
determinacdo da distancia e identidade genética (Nei) foram determinadas
através do programa computacional Pop Gen32e (GOMES, 2007). A fim de
representar graficamente o padrdo de divergéncia genética, foi construido um
dendograma da distancia genética, baseado em Nei (1972), pelo algoritmo de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic

Average) utilizando o programa Statistica 7.0.
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ARTIGO 1

FAUNA PARASITARIA E VARIABILIDADE GENETICA DE Prochilodus
argenteus SPIX & AGASSIZ, 1829 CULTIVADOS NO RIO SAO FRANCISCO,
SERGIPE, BRASIL.!

Alessa C. P. Vasconcelos™; Danilo B. Maciel*: Danielle J. G. Maia>"; Camila P. Almeida®"; Ana
Helena G. Silva®; Veronica L. S. Jeraldo®; Claudia M. Melo* & Rubens R. Madi*®*

RESUMO

A espécie Prochilodus argenteus é endémica da bacia do rio Sao Francisco, e devido
a sua importancia econémica é intensamente explorada em pisciculturas da regido.
Este trabalho tem como objetivo avaliar a fauna parasitaria e a variabilidade genética
de P. argenteus coletados em estacdo de alevinagem e piscicultura situada no baixo
rio Sdo Francisco, no municipio de Nedpolis, Estado de Sergipe. Foram coletados 46
espécimes entre abril e dezembro de 2011 com médias de 23,3+3,2 cm de
comprimento total e 185,4+93,2 g. Os peixes foram eutanasiados por choque térmico,
medidos, pesados e examinada a superficie externa. Em seguida foi realizada a
necrépsia onde foram examinadas a cavidade geral, musculatura e 6rgdos internos,
sendo calculadas as taxas de prevaléncia (P) e intensidade de infeccdo (l). Amostras
de tecido muscular foram processadas e submetidas a extracdo de DNA.
Posteriormente, o DNA foi submetido a condi¢cdes de amplifcacdo em termociclador
Biocycler® e analisados por RAPD e ISSR. Foi determinada a distancia e identidade
genética de Nei construindo-se um dendrograma baseado na distancia genética
através do método UPGMA, utilizando-se o programa Pop Gen32®. Nos peixes
coletados foram encontrados Spinitectus asperus no intestino (P=65,2%; 1=8,5),
Tereancistrum toksonum nas branquias (P=50,0%; 1=7,6) e Dolops sp. no tegumento
(P=13,0%; 1=1,7). Em relagdo a riqueza interespecifica nas infeccbes, 45,7%
apresentaram infeccdo simples, 34,8% infeccdo concomitante por duas espécies,
4,3% por trés e 15,2% ndo estavam parasitados. Entre as infec¢cdes simples, o
parasita S. asperus foi 0 mais frequente (30,4%), seguido da associacdo S. asperus-T.
toksonum (28,3%) e de T. toksonum (13,0%). A matriz de distancia genética de Nei e o
dendrograma revelaram que o percentual de loci polimorficos e o indice de diversidade
genética de Shannon, obtidos na avaliagdo molecular, foram de 98,45% e 0,49
respectivamente. Apesar do alto potencial polimoérfico obtido, o grau de divergéncia
genética intra populacional foi baixo. Os resultados apresentados demonstram que
espécimes de P. argenteus com maior proximidade genética sdo mais suscetiveis a
infeccdo parasitaria por S. asperus, T. toksomun e Dolops sp., no trecho da bacia do
rio Sao Francisco estudado, tornando-se necessario o manejo dos estoques de
producao piscicola com enfoque seletivo de linhagens visando a resisténcia a infec¢éo
parasitaria.

Palavras-chave: Ictioparasitas; Diversidade Genética; Piscicultura; Prochilodus
argenteus; Brasil
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ABSTRACT

The species Prochilodus argenteus is endemic in the Sao Francisco river, and due to
its economic importance is heavily exploited fish farms in the region. This study aims to
evaluate the parasitic fauna and genetic variability of P. argenteus collected from
nursery and fish breeding station located in the lower Rio S&o Francisco, the city of
Nedpolis, State of Sergipe. 46 specimens were collected between April and December
2011 with averages of 23.3 £ 3.2 cm in overall length and 185.4 + 93.2 g. The fish were
killed by heat shock, weighed, measured and examined the outer surface. We then
carried out the autopsy were examined where the general cavity, muscles and internal
organs were calculated prevalence rates (P) and infection intensity (I). Samples of
muscle tissue were processed and subjected to DNA extraction. Subsequently, the
DNA was subjected to conditions in amplifcacdo Biocycler ® thermocycler and
analyzed by RAPD and ISSR. Was determined distance and genetic identity of Nei
constructing a dendrogram based on genetic distance using the UPGMA method, using
the program Pop Gen32 ®. Were found in fish collected Spinitectus asperus intestine
(P = 65.2%, | = 8.5), Tereancistrum toksonum gills (P = 50.0%, | = 7.6) and Dolops sp.
the integument (P = 13.0%, | = 1.7). Regarding wealth in interspecific infections, 45.7%
had single infections, 34.8% concomitant infection by two species, 4.3% for three and
15.2% were not parasitized. Among the simple infections, the parasite S. asperus was
the most frequent (30.4%), followed by the association S. asperus-T. toksonum
(28.3%) and T. toksonum (13.0%). The matrix of Nei's genetic distance and
dendrogram revealed that the percentage of polymorphic loci and genetic diversity
index of Shannon, obtained in the molecular, were 98.45% and 0.49 respectively.
Despite the high potential polymorphic obtained, the degree of genetic divergence intra
population was low. The results show that specimens of P. argenteus with greater
genetic similarity are more susceptible to parasitic infection by S. asperus, T. toksomun
and Dolops sp., the stretch of the Sdo Francisco studied, making it necessary to the
management of fish stocks with production lines in order to focus selective resistance
to parasitic infection.

Keywords: Ictioparasites; Genetic Diversity; Pisciculture; Prochilodus argenteus; Brazil.
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INTRODUCAO

Prochilodus argenteus, pertencente a familia Prochilodontidae é
considerada um dos organismos mais importantes para a pesca comercial, de
subsisténcia e desportiva, especialmente no Nordeste brasileiro, sendo
endémica da bacia do rio Sdo Francisco. Devido a sua importancia econdémica,
esta espécie é intensamente explorada em pisciculturas da regido (CAMPOS,
2009).

De acordo com levantamentos da fauna parasitaria em Prochilodus
argenteus Spix & Agassiz, 1829 tem registrado-se diversos grupos de parasitas
sendo entre as espécies mais comuns o0s Diplostomum sp., (GODINHO;
GODINHO, 2003), Saccocoelioides nani, Digenea; Valipora sp. (larva),
Cestoda; Neoechinorhynchus prochilodorum, Acantocephala; Spinitectus
asperus, Nematoda (MONTEIRO et al., 2009); Myxobolus franciscoi, Myxozoa
(EIRAS et al.,, 2010). No entanto, a maioria dos estudos com Prochilodus
argenteus ainda se concentra na regido do alto Sao Francisco e em peixes ndo
cultivados.

O uso de técnicas moleculares para o estudo da variabilidade genética
populacional e especifica que é dada através do desenvolvimento de
marcadores moleculares tem aumentado devido ao aprimoramento dessas
técnicas e da conscientizagcdo do valor dos dados genéticos, permitindo
avancos no conhecimento sobre analises de estrutura de estoque, aquicultura
e taxonomia/sistematica (HENRIQUES et al., 2007).

O manejo reprodutivo nestes sistemas de cultivo pode levar a grande
reducdo da variabilidade genética e consequentemente promover prejuizo a
aqguicultura, devido ao namero reduzido de espécimes. Se estes apresentarem
alto grau de parentesco, pode ocorrer um aumento da consanguinidade na
prole resultando em endogamia (ARTONI; MATIELLO, 2003), que tem como
principal consequéncia a reducdo na heterozigosidade, permitindo que alelos
deletérios recessivos entrem em homozigose e manifestem fendtipos
indesejaveis, tais como deformidades grosseiras, diminuicdo da sobrevivéncia
das larvas e da viabilidade de juvenis e o aumento da suscetibilidade a
doencas (CAMPOS, 2009).

21



A construcdo de mapas genéticos € considerado um passo importante
para uma variedade de aplicagbes gendmicas, tais como reproducéo seletiva
em aquicultura, estudos comparativos de evolucdo cromossdémica e
identificacdo de locus que desempenham papéis importantes na evolucao de
uma espécie e em sua conservacéao (LOPES, 2010).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a fauna parasitaria e sua relacéo
com a variabilidade genética de P. argenteus coletados em estacdo de
alevinagem e piscicultura situada no baixo rio Sdo Francisco, no municipio de

Nedpolis, Estado de Sergipe.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados 46 espécimes de Prochilodus argenteus entre abril e
dezembro de 2011. Os peixes foram eutanasiados por choque térmico,
medidos, pesados e examinada a superficie externa. Realizou-se entdo a
necrépsia visando a busca de parasitas na cavidade geral, musculatura e
orgaos internos. A partir destes achados, calcularam-se as taxas de

prevaléncia (P) e intensidade de infec¢do (I) (BUSH et al., 1997).

Foram retiradas amostras de tecido muscular para extracdo de DNA. O
material genbmico foi submetido as condicbes de amplifcacdo em
termociclador Biocycler® e analisados por RAPD (CCCGTAGCAC;
TGCGGGTCCT, GTGTCCGCA; GTCCATGCCA; CAGCACCCAC;
AATCGGGCTG; AGTCAGCCAC) e ISSR (AGAGAGAGAGAGAGA,
CACACACACACACAC; ACACACACACACACA). Apos o PCR, os fragmentos
gerados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,7%, corados
com Blue Green Loading Dye (LGC/Biotecnologia®. Foi determinada a
distancia e identidade genética de Nei em seguida, construido um
dendrograma baseado na distancia genética através do método UPGMA,
utilizando-se o programa Pop Gen32®. O tamanho dos fragmentos obtidos com
as amplificagdes foram estimado por comparagéo com o padrao ladder 100 pb
(Invitrogen®, EUA). A presenca ou a auséncia de fragmentos de tamanhos
moleculares medianos foi usada para a constru¢cdo de uma matriz binaria, com
base no célculo do coeficiente de similaridade de Jaccard, codificando 1 como

presenca de fragmentos e 0 como sua auséncia resultando em uma matriz de
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similaridade. A variabilidade genética para cada estoque foi determinada pelo
indice de diversidade genética de Shannon e pela porcentagem de fragmentos
polimorficos. A divergéncia genética entre os estoques foi analisada atravées da
distancia genética de Nei (1972). Essas analises estatisticas juntamente com a
determinacdo da distancia e identidade genética foram determinadas através
do programa computacional Pop Gen32e (GOMES, 2007).

Para a analise de resisténcia/suscetibilidade os Prochilodus argenteus
examinados foram agrupados de acordo com a espécie parasita de maior

importancia econébmica encontrada.

RESULTADOS

Nos peixes coletados foram encontrados Spinitectus asperus no
intestino (Nematoda) (P=65,2%; 1=8,5), Tereancistrum toksonum nas branquias
(Monogenea) (P=50,0%; 1=7,6) e Dolops sp. no tegumento (Branchiura)
(P=13,0%; 1=1,7).

Em relacdo a riqueza interespecifica nas infeccdes, 45,7% apresentaram
infeccdo simples, 34,8% infeccdo concomitante por duas espécies, 4,3% por
trés e 15,2% nao estavam parasitados. Entre as infec¢coes simples, o parasita
S. asperus foi o mais frequente (30,4%), seguido da associacdo S. asperus-T.
toksonum (28,3%) e de T. toksonum (13,0%).

Através da analise dos géis dos fragmentos de DNA obtidos por RAPD
(Figura 1) e por ISSR (Figura 2) foi calculada a matriz de distancia genética de
Nei e elaborados o dendrograma e o gréfico de estruturacdo genética. A
analise revelou um percentual de loci polimorficos de 98,45% e um indice de
diversidade genética de Shannon de 0,49. Apesar do alto potencial polimorfico
obtido, o grau de divergéncia genética intra populacional foi baixo.

A andlise de resisténcia/suscetibilidade foi realizada agrupando-se os P.
argenteus em parasitados e ndo parasitados por T. toksonum, por ser um
parasita de importancia comercial e de alto potencial patogénico, obtendo-se

dois grupos geneticamente distintos para esse carater (Figura 3 e 4).
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Figura 1. Perfil eletroforético dos fragmentos de DNA obtidos por RAPD de
Prochilodus argenteus do Baixo Sao Francisco, Sergipe.
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Figura 2. Perfil eletroforético dos fragmentos de DNA obtidos por ISSR de
Prochilodus argenteus do Baixo S&o Francisco, Sergipe.
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir da distéancia genética de Nei para
Prochilodus argenteus coletados no baixo S&o Francisco, Sergipe, parasitados
por Tereancistrum toksonum.
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Figura 4. Gréafico de estruturacdo genética da populacdo de Prochilodus
argenteus coletados no baixo Sao Francisco, Sergipe, parasitados por
Tereancistrum toksonum.
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DISCUSSAO

A porcentagem de fragmentos polimorficos e o indice de Shannon tém
sido utilizados com sucesso na estimacéo de graus de diversidade genética em
estoques e populacbes naturais de peixes neotropicais. O efeito fundador
causado normalmente durante a formacdo de estoques de reprodutores pode
gerar uma baixa diferenciagdo genética. Normalmente, no momento desta
formacdo existe uma pressdo sobre espécimes com caracteristicas visuais
favoraveis (de maior tamanho e com melhores potenciais reprodutivos), o que
pode levar ao aparecimento do efeito “bottleneck” que promove o aparecimento
de endogamia, gerando uma perda de variabilidade genética e um aumento da
correlacdo negativa entre a similaridade genética e o numero de geracdes.
Processos como esse incluem geralmente selecdo de individuos com as
melhores caracteristicas fenotipicas ou reprodutivas podendo ocorrer o
acasalamento entre individuos geneticamente aparentados gerando assim
possiveis perdas de variabilidade (AHO et al., 2006; LOPERA BARRERO et
al.2008; POVH et al. 2008) .

Apesar do alto percentual de loci polimérficos e o indice de diversidade
genética de Shannon de 0,49 nédo foi evidenciado nenhuma grande perda de
variabilidade genética mesmo sendo discutido por Lopera Barrero et al. (2010)
e Jacometo et al. (2010), que estoques mantidos em cativeiro, como € o caso
da piscicultura em estudo, existe uma diminuicao da variabilidade genética, em
consequéncia do efeito da selecdo intencional e do acasalamento entre
parentais.

Marcadores moleculares RAPD sado eficientes em discriminacdo de
espécies, quando as caracteristicas morfoldégicas ndo sao bem definidas. Além
da classica aplicacdo em estimativas de similaridade genética entre
populacdes, marcadores RAPD tém sido usados com sucesso para determinar
espécies especificas em tracos de peixes e para a reconstrucao filogenética da
relacdo entre espécies e subespécies. Embora os genes heterozigotos ndo
sendo separados dos homozigotos devido ao carater dominante dos
marcadores RAPD, a auséncia de amplificacdo de uma banda em dois
genotipos ndo representa necessariamente similaridade genética entre eles
(RAMELLA et al. 2006).
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A maioria dos espécimes nao parasitados sdo da mesma populacéo
genética. A diversidade genética moderada pode ser interpretada de varias
formas: 1) Alguns estudos correlacionam positivamente alelos neutros com
diversidade de MHC (complexo de histocompatibilidade) entdo, a diversidade
genética moderada, aliada a auséncia de parasitas nha maioria dos individuos
de uma das populacbes genéticas pode indicar que essa populagédo pode ter
uma variabilidade maior de MHC que a outra populacdo genética (que
apresentou mais individuos acometidos por parasitas); ou 2) que a
variabilidade genética que existe € mantida pela pressdo do parasita (ele
sempre se adapta aos hospedeiros, e hospedeiros com genétipo diferente
tende a desenvolver respostas imunes diferentes, e assim sédo selecionados
pelo ambiente (RADWAN et al. 2010).

CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que espécimes de P.
argenteus com maior proximidade genética sdo mais suscetiveis a infeccdo
parasitaria por T. toksomun no trecho da bacia do rio Sdo Francisco estudado,
tornando-se necessario o manejo dos estoques de producdo piscicola com
enfoque seletivo de linhagens visando a resisténcia a infec¢éo parasitéria.
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RESUMO

A dificuldade na identificacdo em algumas espécies de lambaris provém da
grande semelhanca fenotipica que apresentam muitas vezes aliada a
hibridizacdo. Os parasitas podem ser indicativos de varios aspectos da biologia
de seus hospedeiros, incluindo a filogenia, pois alguns grupos parasitas podem
apresentar especificidade de hospedeiro. Desta forma, objetivou-se avaliar a
diversidade genética e parasitologica de peixes Astyanax aff. bimaculatus. em
lagoas e riachos adjacentes a pisciculturas localizadas no baixo S&o Francisco,
Sergipe, Brasil. Os espécimes foram coletados nos municipios de Propria e
Neodpolis e submetidos a necropsia na busca por metazoarios parasitas e
seccao dos tecidos musculares para extracdo de DNA. As amostras foram
submetidas a PCR e eletroforese com os produtos das reacbes e
posteriormente realizou-se analise de cluster. A avaliacdo parasitologica de 102
peixes revelou a presenca de Lernaea cyprinacea e Dolops sp. (superficie do
corpo), Urocleidoides sp. e metacercéarias de Echinostomatidae nas branquias,
Prosthenhystera obesa na vesicula biliar, Diplostomidae tipo Neascus na
bexiga natatéria e os nematddeos Procamallanus hilarii e Rabdochona sp. no
intestino. Avaliou-se material gendmico de Astyanax aff. bimaculatus com a
seguinte distribuicdo segundo a origem: 34,3% oriundos de Propria e 65,7% de
Neopolis. Aproximadamente 41% dos peixes coletados apresentaram perfil
eletroforético homogéneo, ao utilizar-se o primer CCCGTAGCAC. Entre os

espécimes oriundos de Propria, o material gendmico apresentou perfil

eletroforético com bandas <800pb e >800pb, sendo o dltimo padrdo mais

*Autor para correspondéncia: Rubens Riscala Madi. Av. Murilo Dantas, 300 -
Farolandia - Aracaju - Sergipe - CEP: 49032-490 - Brasil — Tel: +55 (79) 3218-2190.
rrmadi@gmail.com
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prevalente nos hospedeiros com Echinostomatidae nas branquias. A analise de
cluster originou uma &rvore filogenética com dois ramos/grupos distintos,
independentes do local de origem, entretanto homogénea com relacdo a
expressdo do carater suscetibilidade/resisténcia a infeccdo parasitaria. Estas
estratégias moleculares podem auxiliar na identificacdo taxonémica de
Astyanax aff. bimaculatus, que € dificil devido a grande semelhanca na
morfologia externa.

Palavras-chave: Ambiente natural, Astyanax aff. bimaculatus, Brasil,

Diversidade genética, Ictioparasitologia

ABSTRACT

The difficulty in identifying some species of lambaris come from very similar
phenotypic feature that often allied to hybridization. The parasites can be
indicative of various aspects of the biology of their hosts, including phylogeny,
because some groups of parasites may have host specificity. Thus, the
objective was to evaluate the genetic diversity and parasitological fish Astyanax
aff. bimaculatus. in ponds and streams adjacent to fish farms located in the
Lower Sao Francisco, Sergipe, Brazil. The specimens were collected in the
municipalities of Propria and Neopolis and necropsied in the search for
metazoan parasites and section of muscle tissue for DNA extraction. The
samples were subjected to PCR and electrophoresis with the products of the
reactions and subsequent cluster analysis was performed. The assessment
parasitological of 102 fish showed the presence of Lernaea cyprinacea and
Dolops sp. in body surface, Urocleidoides sp. and metacercariae of

Echinostomatidae in gills, Prosthenhystera obesa in the gallbladder,
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Diplostomidae type Neascus in the swim bladder and the nematodes
Procamallanus hilarii and Rabdochona sp. in the gut. Was evaluated genomic
material of Astyanax aff. bimaculatus with the following distribution by origin:
34.3% from Propria and 65.7% from Neopolis. Approximately 41% of the fish
collected showed an electrophoretic profile homogeneous by using the primer
CCCGTAGCAC. Among the specimens from Propria, the genomic material
presented electrophoretic profile with bands <800pb and >800pb, being the last
profile more prevalent in hosts with Echinostomatidae in gills. Cluster analysis
yielded a phylogenetic tree with two branches / groups, independent of the
place of origin, however homogeneous with respect to the expression of the
character susceptibility / resistance to parasitic infection. These strategies can
help in molecular taxonomic identification of Astyanax aff. bimaculatus, which is

difficult because of the great similarity in external morphology.

KEY WORDS: Astyanax aff. bimaculatus, Brazil, Genetic diversity,

Ichthyoparasitology, Natural environment,

RESUMEN

La dificultad en la identificacién de algunas especies de lambaris provienen de
las semejanzas fenotipicas muchas veces aliadas a la hibridacién. Los
parasitos pueden ser indicativos de varios aspectos de la biologia de sus
huéspedes, incluyendo filogenia, porque algunos grupos de parasitos pueden
tener especificidad de hospedador. Asi, el objetivo fue evaluar la diversidad
genética y parasitolégica del pez Astyanax aff. bimaculatus provenientes de

estanques y arroyos adyacentes a las explotaciones piscicolas situadas en el
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Bajo Sao Francisco, Sergipe, Brasil. Las muestras fueron recolectadas en los
municipios de Proprid y Neopolis y sometidas a autopsia para la busqueda de
parasitos metazoos y en seccion de tejido muscular para la extraccion de DNA.
Las muestras fueron sometidas a PCR y posterior electroforesis con los
productos de las reacciones, para realizar andlisis de cluster. La evaluacién
parasitologica de 102 peces mostro la presencia de Lernaea cyprinacea y
Dolops sp. en la superficie del cuerpo, Urocleidoides sp. y metacercarias de
Echinostomatidae en las branquias, Prosthenhystera obesa en la vesicula
biliar, Diplostomidae tipo Neascus en la vejiga natatoria y nematodos
Procamallanus hilarii y Rabdochona sp. en el intestino. La evaluacion del
material genémico de Astyanax aff. bimaculatus mostro la siguiente distribucion
por origen: 34,3% de Propria y 65,7% de Neopolis. Aproximadamente el 41%
de los peces recolectados mostré perfil electroforético homogénea mediante el
uso del primer CCCGTAGCAC. Entre las muestras de Propria, el material
gendmico presentd perfil electroforético con bandas <800pb y >800pb, siendo
esta ultima mas frecuente en los hospedadores con Echinostomatidae en las
branquias. El andlisis de cluster produjo un arbol filogenético con dos ramas /
grupos distintos, independientemente del lugar de origen, no obstante
homogéneas con respecto a la expresion del caracter susceptibilidad /
resistencia a la infeccion parasitaria. Estas estrategias moleculares pueden
ayudar en la identificacion taxonomica de Astyanax aff. bimaculatus, que es
dificil debido a la gran similitud en la morfologia externa.

Palabras clave: Ambiente natural, Astyanax aff. bimaculatus, Brasil, Diversidad

genética, Ictioparasitologia.
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INTRODUCAO

O Brasil possui a biota mais rica dentre os 17 paises mais biodiversos do
planeta e os peixes sdo 0s organismos vertebrados mais diversificados e o0s
mais distintos geneticamente conhecidos (Brasil, 2013). No entanto mesmo
sendo muito conhecidos, acredita-se que 30 a 40% de toda a ictiofauna
Neotropical ainda néo foi identificada até o momento (Gallio et al., 2006).
Através da analise de estrutura populacional é permitida a interpretacdo de
varios aspectos de vida das espécies, fornecendo subsidios ao
dimensionamento dos estoques das comunidades e das eficientes medidas na
administracao e protecdo dos recursos pesqueiros (Pinese et al., 2007).

Os peixes do género Astyanax pertencentes ao grupo bimaculatus, conhecidos
como lambari-de-rabo-amarelo sédo encontrados principalmente nas bacias
Amazobnicas e do Séo Francisco (Froese & Pauly, 2012). Caracterizam-se por
apresentarem uma mancha preta horizontal e duas listras marrons na regiao
umeral, além de uma mancha preta no pedunculo caudal que se extende até
aos raios medianos da nadadeira caudal de cor amarela (Garutti & Britski,
2000). Neste grupo estdo incluidas cerca de vinte espécies todos apresentando
o mesmo padrdo de coloracdo e com pequenas variacdes de peso e
comprimento (Peres et al., 2012).

O género Astyanax, por apresentar habito alimentar onivoro e por se localizar
em posicao intermediaria na cadeia alimentar, pode servir como hospedeiro
intermediario e definitivo de varias espécies de parasitas distribuidos em
diversos grupos (Lizama et al., 2008).

No baixo rio Sao Francisco inexistem publicacbes de levantamento dos

parasitas dos peixes da regido, sendo premente a identificacdo e o
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conhecimento da fauna parasitaria piscicola, uma vez que muitas espécies
nativas sédo utilizadas em pisciculturas locais. Atualmente os programas de
aquicultura vém se atentando as avaliagbes genéticas de peixes, pois
possibilita o conhecimento da estrutura populacional da cada espécie, e pode
ser utilizado como estratégia para fins de repovoamento de estoques naturais e
melhoramento de espécies de cultivo. Em funcé@o do exposto, o objetivo deste
estudo foi avaliar a diversidade genética e parasitaria em peixes Astyanax aff.
bimaculatus coletados em corpos d'agua adjacentes as pisciculturas de

Sergipe.

MATERIAL E METODOS

Exemplares de Astyanax aff. bimaculatus foram coletados em lagoas e canais
proximos e adjacentes as pisciculturas localizadas nos municipios de Propria
(10° 10’ 177 S e 36° 52’ 90” O) e Nedpolis (10° 24’ 26” S e 36° 34’ 28" O),
estado de Sergipe, Brasil, no periodo de agosto de 2011 a abril de 2012. Foram
registrados os comprimentos total e padrdo, assim como 0 peso dos peixes
coletados e posteriormente submetidos a necropsia na busca por metazoarios
parasitas.

Amostras de tecidos musculares foram retiradas para extracdo de DNA com
tampao de digestdo (Tris-base 50mM, EDTA 100mM + SDS 0,5%/ pH 8,0),
proteinase-K 20mg/mL (QIAGEN®) e mercaptoetanol. O DNA foi isolado em
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1). As condi¢cbes para PCR foram as
seguintes: 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C, anelamento a 42,1°C e extensdo
a 72°C, com primers de 10 mers. Os produtos de PCR foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 1,5%.
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Foram realizados calculos de prevaléncia e de intensidade de infec¢é@o a partir
das definicdes apresentadas por Bush et al. (1997). Procedeu-se a analise de
cluster para a obtencdo de agrupamentos filogenéticos e em seguida aplicado
o teste de Tukey entre os grupos obtidos, em relagdo as intensidades de
infeccdo dos parasitas de mais alta prevaléncia e grande risco a saude do
animal. Todas as anadlises foram realizadas utilizando-se o programa Statistica

7.0%, com intervalo de confianca igual a 5%.

RESULTADOS

Foram analisados 35 peixes do municipio de Propria, sendo vinte trés machos
e doze fémeas, com peso médio de 5,239 (+3,38), comprimento total médio de
6,84cm (+£0,99) e comprimento padrdo meédio de 5,52cm (+0,79). Para as
coletas do municipio de Neopolis foram analisados 67 peixes, sendo trinta
machos, trinta e cinco fémeas e dois nao identificados, com peso médio de
1,499 (0,99), comprimento total médio de 4,88cm (+0,80) e comprimento
padrdo médio de 3,87cm (£0,69).

A avaliacdo parasitaria dos peixes foi positiva para Lernaea cyprinacea
(Copepoda) e Dolops sp. (Branchiura) na superficie do corpo, Urocleidoides sp.
(Monogenea) nas branquias, Prosthenhystera obesa (Trematoda) na vesicula
biliar, metacercarias de Echinostomatidae (Trematoda) nas branquias e
Diplostomidae tipo Neascus (Trematoda) na bexiga natatéria e os Nematoda
Procamallanus hilarii e Rabdochona sp. no intestino. A distribuicdo da

prevaléncia e da intensidade de infeccdo esta exposta na tabela 1.
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Tabela 1. Média da prevaléncia (P) e da intensidade de infeccdo (Il) dos
metazoarios parasitas encontrados no Astyanax aff. bimaculatus da regidao do

baixo S&o Francisco, municipios de Propria e Neopolis, Sergipe, Brasil.

Propria Nedpolis
(n=35) (n=67)
Orgao o 0
Parasitado P (%) . P (%) .
Lerneae
cyprinacea. Tegumento 14,29 1,20 2,99 4,00
(Copepoda)
Urocleidoides sp. Branquias 28,57 2,00 34,33 3,22
(Monogenea)
Rabdochona sp. Intestino 857 3,00 597 2,50
(Nematoda)

Procamallanus
hilarii (Nematoda)
Echinostomatidae

Intestino 20,00 7,00 1194 1,13

Branquias 57,14 47,65 74,63 19,98

(Trematoda)

Diplostomidae : Ari

(Trematodia) Bexiga natatéria - - 2,99 9,00
Prosthenhystera Vesicula biliar - - 1,49 1,00
obesa (Trematoda)

Dolops sp. Tegumento - - 149 1,00

(Branchiura)

Avaliou-se material gendmico dos peixes coletados com a seguinte
distribuicdo segundo a origem: 34,3% oriundos de Propria e 65,7% de
Nedpolis. Foram submetidos a extracdo de DNA genémico 91 amostras de
tecido muscular dos peixes, sendo que destes, apenas 40% apresentaram
integridade adequada.

Aproximadamente 41% dos Astyanax aff. bimaculatus coletados
apresentaram perfil eletroforético homogéneo ao utilizar-se o primer
CCCGTAGCAC (Fig. 1). Entre os espécimes oriundos de Propria, o material
gendmico apresentou perfil eletroforético com bandas <800pb (n=11) e >800pb
(n=4), sendo este Ultimo o padrdo mais prevalente nos hospedeiros de

Echinostomatidae nas branquias. A analise de cluster originou uma arvore
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filogenética com dois grupos distintos (Fig. 2), independentes do local de
origem, entretanto homogénea com relacdo a expressdo do carater
suscetibilidade/resisténcia a infec¢do parasitaria.

De acordo com as analises estatisticas, o0s grupos filogenéticos nao
apresentaram diferengas significativas entre as intensidade de infecgdo por

Urocleidoides sp. (p=0,26), e por Echinostomatidae (p=0,84).

DISCUSSAO

Os copépodos sd@o os crustdceos mais comuns parasitando peixes,
tendo Lernaea o género mais patogénico deste grupo. Os copépodes
lemeideos sdo encontrados parasitando tegumento, branquias, olhos,
nadadeiras e até mesmo dentro do aparelho bucal, junto ao palato e narinas
dos peixes. Permanecem aderidos a estas regifes por orgaos de fixagéao,
resultantes das adaptacdes morfologicas da regido cefalica destes parasitos
(Eiras, 1994). As lesGes causadas pelo parasita provocam desde hemorragias
nos peixes evoluindo a anémicos (Noga, 1995) e alteragGes na contagem geral
de leucdcitos (Silva-Souza et al.,, 2000). Nos casos das infeccdes por L.
cyprinacea e por Dolops sp., ambos ectoparasitas que ndo apresentam
especificidade de hospedeiros, os Astyanax aff. bimaculatus coletados podem
estar atuando como disseminadores de parasitoses devido ao facil acesso
desses peixes aos tanques de criacdo que se encontram nas proximidades do
seu habitat.

Os nematdédeos sdo parasitas encontrados comumente em peixes de
agua doce. Infeccbes geradas por esses parasitas podem afetar o crescimento,
comprometer a saude e provocar a morte dos peixes parasitados, causando

impacto na pesca esportiva, comercial e na aquicultura (Choudhury & Cole,
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2008). Procamallanus é um dos nematddeos mais comuns encontrados em
peixes de dgua doce no Brasil, ndo apresenta especificidade de hospedeiro e
ja foi descrita em varias espécies de peixes na maioria das bacias hidrograficas
brasileiras (Eiras et al., 2010).

As metacercarias, como sdo chamadas as formas larvais de trematodeos, sdo
mais prejudiciais ao hospedeiro do que as formas adultas. Ao migrarem pelos
tecidos com o propésito de alcancar o sitio de infeccdo, podem causar lesbes
e, ao se encistar, causam também alteracdes teciduais. As larvas provocam
patogenias e debilitam os hospedeiros, tais caracteristicas sdo ecologicamente
importantes, pois um peixe debilitado é mais facilmente predado podendo o
ciclo se completar no predador, hospedeiro definitivo (Pavanelli et al., 2002).
Monogéneas apresentam ciclo de vida direto, podendo completar os estagios
de desenvolvimento em um Unico hospedeiro. S&o encontrados principalmente
nas branquias podendo ser observados também na superficie do corpo,
narinas e cavidades. Este grupo de parasitas possuem limitacbes na
capacidade de dispersdao migrando diretamente de um hospedeiro a outro,
através da larva natante denominada oncomiracidio, sem a necessidade de um
hospedeiro intermediario (Buchmann & Bresciani, 2006). Apresentam,
geralmente, uma grande especificidade ao hospedeiro, desenvolvendo-se em
uma Unica espécie ou em espécies proximas filogeneticamente (Poulin, 2002;
Almeida & Cohen, 2011).

Entre as monogéneas, Llewellyn (1982) descreve dois tipos de especificidade:
a filogenética, que ocorre em espécies relacionadas evolutivamente e
parasitam hospedeiros também relacionados evolutivamente, e a ecoldgica, em

que os parasitos relacionados ocorrem em hospedeiros néo relacionados
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filogeneticamente, mas que cohabitam no mesmo local. Poulin (1992) afirma
que espécies distintas de hospedeiros podem compartilhar parasitas, através
de eventos de colonizagédo, troca de hospedeiro, ou por herangca de um
ancestral comum. A dispersdo de parasitas entre varias espécies de
hospedeiros pode levar a um aumento da abundancia das espécies parasitas
entre os hospedeiros, suportando a hipétese da especificidade ecoldgica
(Simkova et al., 2006).

Os grupos filogenéticos obtidos na analise de cluster ndo exibiram diferencas
entre as intensidades de infec¢cdo por Urocleidoides sp., demonstrando que
esse parasita permeia entre os Astyanax estudados no baixo S&o Francisco,
apresentando dessa maneira uma especificidade filogenética aos individuos
pertencentes ao grupo bimaculatus.

Segundo Torres et al. (2004), para analisar as populacdes de Astyanax sp.
provenientes das Furnas do Parque Estadual de Vila Velha, PR, foram
empregados marcadores RAPD com a intencdo de verificar niveis de variacdo
e diferenciacdo genética entre as mesmas espécies inferindo assim possivel
isolamento geogréafico e endemismo para a populacdo. Kantek et al. (2008)
utilizaram a técnica do bandeamento-C para analise populacional e variantes
cromossOmicas de varias espécies endémicas de Astyanax coletadas no rio
Iguacu.

Pamponet et al. (2008) realizaram analises morfolégicas, citogenéticas
(cariotipo e Ag-RONs) e moleculares (RAPD e SPAR) em espécimes de
Astyanax aff. bimaculatus coletados em trés localidades diferentes nas bacias
do rio das Contas e na bacia adjacente no Recbncavo Sul, localizadas na

Bahia. Apesar de ndo apresentarem grandes variacdes morfologicas os autores
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diferenciaram trés populagbes geneticamente distintas revelando frequéncias
alélicas significativamente diferentes entre as localidades amostradas e indices
significativos de estruturagao populacional.

Estratégias moleculares podem auxiliar na identificacdo taxonémica de
Astyanax do grupo bimaculatus, que é dificil devido a grande semelhanca na
morfologia externa entre as espécies deste género. O
aprofundamento/ampliacdo de estudos sobre a variabilidade genética em
populacbes de Astyanax, associado as caracteristicas das infeccOes
parasitarias presentes, auxiliard para um melhor conhecimento sobre a

dindmica da relagéo parasita-hospedeiro nestes animais.
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Figura 1. Perfil eletroforético das amostras de DNA de Astyanax aff
bimaculatus coletados nos municipios de Propria e Neo6polis, SE, submetidos a

amplificacéo via PCR-RAPD, utilizando o iniciador OPR-4 (CCCGTAGCACQC).
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Figura 2. Arvore filogenética de Astyanax aff bimaculatus coletados nos
municipios de Propria e Neopolis, SE, com dois ramos/grupos distintos,

independentes do local de origem.
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7 - CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados demonstram que espécimes de P.
argenteus com maior proximidade genética sdo mais suscetiveis a infeccao
parasitaria por S. asperus, T. toksomun e Dolops sp., no trecho da bacia do rio

Sao Francisco estudado.

Apesar de ndo apresentarem grandes variacdes morfolégicas foram
diferenciadas trés populacdes geneticamente distintas revelando frequéncias
alélicas significativamente desiguais entre as localidades amostradas e indices
significativos de estruturacdo populacional, apesar de nao apresentarem

diferencas na caracterizacao das infec¢des parasitarias.

O aprofundamento/ampliacdo de estudos sobre a variabilidade genética
em populagbes de peixes, associado as caracteristicas das infeccdes
parasitarias presentes, auxiliard para um melhor conhecimento sobre a
dindmica da relacdo parasita-hospedeiro nestes animais, tornando-se
necessario o manejo dos estoques de producéo piscicola com enfoque seletivo

de linhagens visando a resisténcia a infeccao parasitaria.
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