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Capitulo 1

Estudo ecoldgico e diversidade de comunidades parasitarias

infestando peixes de producéo

(Reviséo de Literatura nas normas da ABNT)
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Resumo

Esta revisao contribui para o conhecimento das principais espécies de parasitos
que acometem a producdo do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris), uma
espécie nativa cuja producdo vem aumentando anualmente por suas caracteristicas
como sabor, rusticidade, alta prolificidade e facil manejo. No entanto, o parasitismo
elevado causa perdas significativas na piscicultura, provocando lesdes muitas vezes
irreversiveis que facilitam a instalacdo de infec¢cdes bacterianas oportunistas que
levam o hospedeiro a morte. Devido a intensificagdo da producéo, ocorre 0 aumento
da densidade de estocagem dos animais, predispondo ao surgimento de doencas
parasitarias e bacterianas. O género Astyanax exibe uma grande diversidade de
fauna parasitaria na natureza, sendo encontradas espécies de Nematoda,
Monogenéticos, Digenéticos, Protozodarios, Myxozoa, Branchiura, Isopoda e
Copepoda. Portanto, surge a necessidade do desenvolvimento de estudos na area de
taxonomia, ecologia parasitaria, relacdo parasito-hospedeiro e estudos sobre a
biologia destes parasitos e seus mecanismos de infec¢do, transmissdo e aspectos
patolégicos das doencas que estes patdgenos causam em seus hospedeiros.
Somente desta forma, poderemos tomar medidas contra a livre circulagéo de doencas
na aquicultura, especialmente com foco em promover maior salubridade no ambiente

de producédo, com descontaminacéo e implantacao de barreiras sanitarias efetivas.

Palavras-chave: Aquicultura, Peixe, Parasito, Biosseguridade
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Abstract

This review contributes to the knowledge of the main species of parasites within
the creations of yellow-tail lambari (Astyanax lacustris), a native fish that has been
growing in the economic market for its flavor, rusticity, high productivity and ease of
handling. However, high parasitism causes a reduction in fish farming worldwide,
causing lesions that are often irreversible that facilitate the installation of opportunistic
bacterial infections that lead to or host death. Reduce production intensification,
increase or increase stocking of animals, predisposing to the emergence of parasitic
and bacterial diseases. The Astyanax genus exhibits a great diversity of parasitic fauna
in nature, with species of Nematoda, Monogenea, Digenea, Protozoa, Myxozoa,
Branchiura, Isopoda and Copepoda. Therefore, the need arises to develop studies in
the field of taxonomy, parasitic ecology, parasite-host relationship and studies on the
biology of these parasites and their mechanisms of infection, transmission and
pathological aspects of the diseases that these pathogens cause in their hosts. Only
in this way, can we take measures against the free circulation of diseases in
aquaculture, especially with a focus on promoting greater health in the production

environment, with decontamination and implementation of effective sanitary barriers.

Key-words: Aquaculture, Fish, Parasite, Biosecurity
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1. Introducéo Geral

1.1 Aquicultura mundial e brasileira: producao e ictiosanidade

Nas ultimas décadas, os impactos econdmicos e sociais gerados pela
aquicultura foram tdo abrangentes que essa experiéncia passou a ser chamada de
blue revolution, a “revolugao azul”’, em alusao a experiéncia com a “revolugao verde”,
que proporcionou grandes transformacdes na atividade agropecuéaria e no modo de
vida das pessoas a partir da década de 1950. Esta atividade se destaca por ser
competitiva e sustentavel, contribuindo para a producdo de alimentos saudaveis,
geracdo de emprego e renda, reducao da pobreza e fome em varias partes do mundo
(Siqueira, 2017).

De acordo com o relatério The State of World Fisheries and Aquaculture (FAO,
2017), a producdo da aquicultura ultrapassou a pesca desde os anos 1990 e ja
responde por metade do consumo mundial de peixe. Desde o final do ano 1980 a
atividade da pesca estabilizou sua producdo em 80 milhdes de toneladas/ano,

enguanto a aquicultura mais do que triplicou a produgéo de peixes.

A rapida expanséo da aquicultura foi baseada na introdug¢éo de novas técnicas
de producdo, com custos acessiveis e ganhos significativos na produtividade e
qualidade da producédo de proteina animal. Com tais ganhos de competitividade,
sustentando a expectativa otimista para a manutencéo de elevada producéo para as
proximas décadas, através de novas unidades intensivas e ampliacdo das areas de
producdo em terra e mar (Milanez et al., 2019). Apesar da lideranca destacada da
China, representando uma producéo de 61,5% do total mundial da producéo, em que
somente 0s paises asiaticos detém 89,4% da producdo mundial, a expansao da
aquicultura foi generalizada em todos os continentes (FAO, 2018).

O Brasil, por sua vez, destaca-se, nos diferentes relatorios e numeros que
explicam a atividade no mundo, como o pais com as taxas mais elevadas de
crescimento. No pais, a aquicultura é a atividade de produ¢éo animal que mais cresce,
com destaque para a piscicultura de agua continental (Tavares-Dias e Mariano, 2015).
O potencial brasileiro € grande por possuir a maior reserva de agua doce do planeta

(13% do total mundial), com mais de 8 mil km3, sendo 10 milhGes de hectares de
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lamina d"agua em reservatorios de hidrelétricas, acudes e propriedades particulares
(Siqueira, 2017).

Em toda producdo animal, ha erros que podem levar a grandes prejuizos
econdmicos, como os recorrentes problemas de manejo zootécnico. Segundo Garcia
(2013), umas das principais dificuldades encontrada no manejo das pisciculturas é o
aspecto sanitario dos peixes e do meio ambiente, decorrente da alta densidade de
estocagem, em que 0s animais vivem em ambientes com excretas e acumulo de
racdo, predispondo ao aumento de matéria organica, submetendo esses peixes a
elevado niveis de estresse, favorecendo a imunossupressdo do hospedeiro e a
disseminacao de patégenos. Com a intensificacdo da producdo do lambari-do-rabo-
amarelo, esse cenario vem sendo observado, principalmente com elevada densidade
de estocagem, auséncia da implantacdo de boas praticas de manejo e de

biosseguranca na maioria das pisciculturas brasileiras.

Na producdo de peixes, as enfermidades ocorrem através de infestacdes
parasitarias, as quais causam injlrias aos tecidos do hospedeiro (Mauad, 2013),
permitindo a instalacdo e propagacdo de agentes oportunistas como bactérias e
fungos. Schalc (2005), ressalta que o aparecimento de doengas acontece quando
ocorrem situacdes de desequilibrio na triade epidemioldgica: hospedeiro, ambiente e
agente etiolégico. Vale ressaltar que poucos sdo o0s protocolos utilizados para
tratamento de enfermidades de peixes, além do mais, ndo existe antiparasitarios

registrados para uso na aquicultura no Brasil (Valladao et al., 2015a).

Segundo Tavares—Dias (2017) e Valladdo et al., (2015a), estudos sobre
ecologia, patogenia e identificacdo parasitaria, abrangendo os sitios preferiveis de
infestacdo, fornecem embasamento para compreender a relacdo dos patégenos com
o0 hospedeiro, e permitem que estes parasitas sejam controlados para evitar a

manifestacéo da enfermidade e a disseminacdo destes para todo o plantel.

Diante do exposto, serdo apresentados 0s principais grupos de parasitos que
acometem o0s peixes nativos produzidos no Brasil, dentre eles, o lambari-do-rabo-

amarelo.
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2. Parasitos de interesse na lambaricultura

Com a intensificacdo dos sistemas produtivos nas pisciculturas, é crescente a
preocupacao com surtos de doencas. No ambiente de criagdo, 0s peixes coexistem
com 0s parasitos, e o crescimento excessivo das populacbes parasitarias pode ser
atribuido a agentes estressores, como alta densidades e alteracdes na qualidade da
agua (lzel et al., 2013). Desta forma, um dos pontos mais relevantes para 0 sucesso
na piscicultura é a adocdo da profilaxia e boas praticas de manejo sanitario. Os

parasitos encontrados neste estudo foram revisados e descritos abaixo.

2.1.1. Protozoarios Ciliados

Tricodinideos

Sao protozodérios ciliados considerados como um dos parasitas mais comuns
em peixes selvagens e de criacdo (Basson e Van As, 1994). Sob condi¢cdes ambientais
adequadas, esses parasitas se alimentam de bactérias, algas e particulas em
suspensao (Miranda et al., 2012). Pertencem a familia Trichodinidae e englobam pelo
menos sete géneros, entre eles, Trichodina, Paratrichodina, Tripartiella, Dipartiella,
Vauchonia, Hemitrichodina e Trichodinella (Pavanelli et al., 2013). Os sinais clinicos
decorrentes do parasitismo por tricodinideos sdo natacao erratica (Pavanelli et al.,
2008), aumento excessivo da producdo de muco (Valladéao et al., 2013), hiperplasia e
edema subepitelial nas lamelas secundarias (Smith et al., 2019), escoriacbes e
ferimentos no tegumento e nas branquias causadas pela acdo abrasiva do disco
adesivo que compbe a morfologia deste ectoparasito (Eiras, 2013). Contudo,
infestacBes leve ou moderada por tricodinideos podem ser assintomaticas (Martins et
al., 2012; Valladéo et al., 2013; 2014; 2016).

No Brasil, diversas espécies de tricodinideos ja foram identificadas em peixes
de producao, como Trichodina compacta (Ghiraldelli et al., 2006), Trichodina magna
(Martins et al., 2008), Trichodina nobilis e Tricodina reticulata em peixes ornamentais
(Martins et al., 2012) e Trichodina acuta (Piazza et al., 2006), Paratrichodina africana
(Pantoja et al., 2012), Trichodina centrostrigeata (Bittencourt et al., 2014), Trichodina
migala (Valladao et al., 2016) e Tripartiella orthodens (Vallad&o et al., 2016), Tricodina

modesta em peixe ornamental (Valladdo et al., 2015b), Tripartiella
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pseudoplastystomae (Pinto et al., 2009), Trichodina heterodentata (Martins et al.,
2010; Padua et al., 2012), Trichodina colisae (Jer6nimo et al., 2012), em moluscos

Trichodina ehrenberger (Pinto et al., 2006).

Ichtyophthirius multifillis

Ichthyophthirius multifilis € um protozoario ciliado cosmopolita, causador da
parasitose chamada ictiofitiriase, ou popularmente conhecida como “doenga dos
pontos brancos”. A ictiofitiriase constitui um grave problema para aquicultura mundial
(Bisharyan et al., 2003), sendo considerada uma das parasitoses mais patogénicas
para peixes, afetando diversas espécies, sem exibir especificidade de hospedeiro
(Yao et al., 2010). O ciclo de I. multifiliis € direto ou monoxénico, ou seja, ndo depende
da presenca de hospedeiro intermediario para seu desenvolvimento, além de ser
composto por diferentes fases de vida livre e uma fase parasitaria (Olsen et al., 2011).
A infestacdo se inicia com a penetracdo dos terontes (fase de vida livre nadante no
ciclo do parasito) no tecido epitelial do tegumento e branquia de peixes, locais nos
quais o parasito passa a se alimentar e desenvolver, caracterizando a fase parasitaria
chamada de trofonte (Ling et al., 2010). Os trofontes maduros saem do hospedeiro e
passam a se chamar tomontes, desta forma, o ciclo da continuidade na agua. Nesta
etapa, ocorre 0 encistamento do parasito. Os tomontes encistados se mantém na
agua, quando as condi¢cdes ambientais sdo favoraveis para estes parasitos, inUmeros
tomitos se desenvolvem em seu interior e sao liberados, se diferenciando na forma
infectante teronte, que posteriormente, nadara até encontrar um hospedeiro
susceptivel (Matthews, 2005). Estes parasitos causam grandes perdas na piscicultura,
causando graus variados de hiperplasia de epitélio lamelar com fusao de lamela
secundaria, (Tavares-Dias et al., 2002), necrose epitelial (Wei et al., 2013), edema e
destruicdo celular, que podem provocar colapso branquial e consequente asfixia do

hospedeiro (Pavanelli et al., 2013).

Chilodonella spp.

Chilodonella séo protozoéarios ciliados que causam severas infeccfes em seus

hospedeiros, representando uma ameaca a producdo aquicola com impactos

Caunesp



Mestranda Yvana Melyssa Mandu Margarido Orientadora Fabiana Pilarski

econdbmicos diretos e indiretos para os produtores (Padua et al.,, 2013). As
consequéncias patologicas podem ser graves, podendo levar a morte de seus
hospedeiros 24 horas ap0s a deteccao da infec¢ao (Mitra et al., 2013). Estes parasitos
se reproduzem por fissdo binaria transversal, podendo também se reproduzir por um
processo conhecido como conjugacdo (Bellec et al.,, 2014). Os peixes altamente
infestados apresentam sinais clinicos como excessiva producdo de muco e
ericamento das escamas (Padua et al., 2013), dificuldade respiratéria (Bradley et al.
2014), anorexia e apatia (Bastos Gomes et al., 2016). Valladao et al. (2019), relataram
surto de mortalidade, ocasionado por quilodonelose, pés-manejo em lambaricultura
onde ndo havia controle da 4gua, os peixes apresentaram hiperplasia, hipertrofia e

fuséo lamelar, além de &reas necréticas nas branquias.

2.2.Protozoarios flagelados

Piscinoodinium pillulare

Piscinoodinium pillulare é um protozodrio mastigéforo obrigatério, sem
especificidade parasitaria e importante ectoparasita de pisciculturas tropicais e de
regides temperadas (Sant’Ana et al., 2012). Esse parasito € responsavel por sérios
problemas sanitarios no Brasil em peixes nativos de criacdo (Martins et al., 2015). Os
hospedeiros geralmente apresentam sinais de desconforto, asfixia, intensos
movimentos operculares, dobras nas nadadeiras, além da presenca de uma camada
cutanea superficial com aspecto aveludado. A patogenicidade deste ectoparasita
compreende, dentre outras, fusdo extensa das lamelas secundarias branquiais,
resultando em dispneia e consequentemente morte dos animais (Pavaneli, 2008). E
conhecido popularmente como a “Doeng¢a do Veludo”, cujas caracteristicas sao
formato de saco ou pera de cor castanho-amarelada, decorrente da hipersecrecéo de

muco que este parasito provoca (Sant’Ana et al., 2012).

2.3.Nematbédeos

S&o0 endoparasitos cilindricos e alongados, conhecidos popularmente como
vermes do intestino (Pavanelli et al., 2008). Os nematoides adultos sdo encontrados

parasitando principalmente o trato digestério dos peixes, assim como demais
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estruturas. Enquanto as larvas podem se encistar na musculatura, no mesentério e
em demais Orgaos dos peixes (Eiras et al., 2010). Os sinais de parasitismo por
nematoides dependem da espécie do parasito, do 6érgdo parasitado e da quantidade
de parasitos (Pahor-Filho et al., 2017). Negrelli (2018) em estudos sobre
biodiversidade parasitaria em A. lacustris no Rio Batalha/SP, percebeu a presenca de
duas espécies de nematoda, Proclamallanus sp. e Contracaecum sp., este ultimo um
parasito com potencial zoonético. Todavia, 0 parasito ndo apresentou perigo para a
espécie. Algumas espécies de nematoide podem ser altamente patogénicas,
causando obstrucdo do lumen intestinal, compressao dos orgaos, deformacdo do
corpo e atrofia dos 6rgéaos internos (Santos et al., 2013), edema (acumulo anormal de
liguido na regido subcutanea) (Rodrigues e Azevedo, 2017), necrose, inflamacao
localizada e formagéo de granulomas podendo levar o hospedeiro a morte (Pavanelli,
2008). No entanto, a grande maioria ndo causa sinais clinicos visiveis ou que possam

causar maiores prejuizos (Pavanelli et al., 2013).

2.4.Crustaceos

Os crustaceos sao parasitos que possuem grande importancia na aquicultura.
Sua acédo pode ser direta, sendo responsaveis por grandes mortalidades, além de
poderem ser vetores de doencas causadas por virus (Pavanelli et al., 2008). Ergasilus
e a Lernaea sdo considerados parasitos de ocorréncia universal na piscicultura
mundial (Mhaisenet al., 2015), e somente as fémeas adultas parasitam 0s peixes, 0s
machos possuem vida livre (Adday e Ali, 2011). Dezfuli (2011), em seus estudos em
Sparus aurata infestados por Ergasilus nas branquias, observou hiperplasia branquial,
erosdo, descamacdo e necrose das lamelas secundérias. Corréa et al. (2016),
observou alta intensidade de infestacdo no tegumento por Lernaea cyprinacea em A.
lacustris em lagoa de Mogi Guacu, apresentando alteragbes hematoldgicas. Estes
parasitas sdo conhecidos por serem um grave problema na piscicultura, podendo

causar patologias graves e mortalidade em seus hospedeiros.
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2.5.Myxozoa

Dois géneros de parasitos mixosporideos sdo encontrados mais
frequentemente em peixes de criagdo, Henneguya spp. e Myxobolus spp. (Muller et
al., 2013), estes possuem alta patogenicidade (Barassa et al., 2003), podendo causar
diversas injarias aos seus hospedeiros (Eiras e Adriano, 2012). Podem ser
intercelulares, intracelulares ou se localizarem no [limen dos vasos ou até mesmo na
cavidade de érgaos na forma de esporos (Naldoni et al., 2009). Estes organismos
apresentam ciclo de vida dixeno, sendo a oligoqueta da espécie Tubifex tubifex,

considerada o seu hospedeiro intermediario (Abdel-Ghaffar et al., 2017).

Os sinais clinicos da infeccdo por plasmodios de Henneguya spp. has
branquias sdo alongamento do epitélio lamelar e acentuada deformacdo e
compressao capilar e de tecidos adjacentes (Barassa et al., 2003), hemorragia e focos
inflamatorio (Martins et al., 1999), destruicédo epitelial e areas de necrose (El-Mansy;
Bashtar, 2002), provocando dificuldade respiratéria (Feist et al., 2006). Os achados
patologicos para Myxobolus spp. em branquias sdo semelhantes aos provocados pela
Henneguya spp. (Naldoni et al.,, 2015), como hiperplasia da lamela secundéria,
podendo ocasionar sua completa fuséo (Naldoni et al., 2009), e presenca de infec¢ao
em outros 6rgaos, como rim, ocasionando compressao e deformacéo do tubulo renal
(Capodifoglio et al., 2016). Enquanto os achados patolégicos por Thlohanellus kitauei,
relatado por (Liu et al., 2019) em fazendas de carpa, ocasionou mortalidade em massa
Nnos peixes, COmM NUMeErosos cistos no intestino, causando danos consideraveis em

decorréncia das lesfes e obstrucao intestinal.

2.6.Monogenéticos

Os platelmintos da familia Dactylogyridae tém merecido atencéo especial dos
pesquisadores por causarem sérias injarias aos peixes (Mendoza- Palmero et al.,
2015). Monogeneas da familia Dactylogyridae séo oviparos (Fujimoto et al., 2019), e
séo frequentemente encontrados infectando as branquias dos peixes (Silveira et al.,
2013). Ja os da familia Gyrodactylidae séo viviparos, abrigando até cinco geracdes
no interior de um Unico parasito e parasitam, em sua grande maioria, a pele do
hospedeiro (Barzegar et al.,2018). Estes parasitos possuem rapida multiplicagédo e

disseminacdo nos sistemas de criacdo, principalmente quando os peixes estao
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adensados acima do limite aceitavel (Cala Delgado et al., 2018). Os sinais clinicos da
infestacdo por monogeneas sao peixes agitados pelo incbmodo que o parasito
provoca, chocam-se contra as paredes do tanque ou no fundo dos viveiros, sobem a
superficie da agua, tornam-se anoréxicos, com consequente emagrecimento. Além
disso apresentam hemorragias na pele e branquias, edema nos filamentos branquiais
e graus variaveis de mortalidade (Ogawa, 2015). Estas alteracdes causam danos
intensos aos seus hospedeiros pela profunda inser¢cdo das ancoras e ganchos no
tegumento, provocando degeneracdo muscular e infiltragcdo de células fagociticas

mononucleares, além disso, estas lesdes permitem a entrada de agentes patogénicos.

Estes parasitos possuem uma estrutura chamada de haptor, a qual utilizam
para se fixar no hospedeiro causando variados niveis de patologia nos tecidos (El-
Naggar et al., 2001). A estrutura esta localizada na porcéo posterior do corpo do
verme, composto por ancoras, ganchos marginais, barras dorsais e ventrais
(Goncalves et al., 2009). Esta parte especifica das monogeneas € de fundamental

importancia em estudos taxondmicos.

2.7.Digenéticos

Digenéticos sao provavelmente o maior grupo de parasitas metazoarios internos,
com cerca de 150 familias reconhecidas. Possuem ciclo de vida complexo, sendo
heteroxénico, isto €, necessita de mais de um hospedeiro para completar o seu ciclo
(Paperna, e Dzikowski, 2006), como os moluscos do género Biomphalaria, e outros
peixes ou aves piscicolas (Sandér et al., 2020). Em pisciculturas brasileiras, parasitos
digenéticos sdo raramente encontrados, exatamente por causa de seu ciclo de vida
complexo (Takemoto et al., 2004). No Brasil, a presenca de metacercarias dos
diplostomideos que infectam os olhos de peixes sdo encontradas na retina, humor
vitreo, humor aquoso e/ou cristalino. A presenca destas metacercarias, em casos
extremos, pode causar exoftalmia, deslocamento da retina, opacidade do cristalino e
cegueira (Yamada et al., 2008). A maneira mais eficaz de prevenir infestacdes por

digenéticos € eliminando dos criatorios de peixes 0s moluscos, 0s quais Ssao

hospedeiros intermediarios deste parasito.
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3. Ecologia de comunidades parasitaria

Segundo Luque (2004), estudos ecologicos de comunidades parasitarias sao
importantes, pois auxiliam na obtencdo de dados sobre a biologia dos processos
parasitarios e seu papel nas relacdes com os hospedeiros, as quais podem ser ou se
tornar patogénicas. Pavanelli (2013), afirma que diante da diversidade de peixes no
Brasil, cada espécie possui habitualmente elevada quantidade de parasitos,
comprovando assim, que ainda hd muito que pesquisar referente a biodiversidade
parasitaria de peixes brasileiros, tanto de ambientes naturais, como de criagdo. De
acordo com Abdallah (2006), a analise ecolégica do parasitismo, fornece maior
informacé&o sobre a biologia dos processos parasitarios e sua mediacao nas relacdes
ecolégicas entre os hospedeiros, desta forma, é possivel conhecer a etiologia e
enfermidades que o parasitismo causa em seus hospedeiros. Espera-se que através
destes estudos seja possivel elaborar estratégias efetivas de controle ictiosanitario
dentro das pisciculturas, e desta forma, evitar os riscos de parasitose e surtos de
doencas, reduzindo as taxas de mortalidade e melhorando o produto final que chega

ao consumidor.

4. Caracterizacdo da espécie do estudo: Lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax

lacustris)

O género Astyanax, pertencente a familia Characidae, corresponde a maior
unidade dos Tetragonopterinae, do ponto de vista sistematico e constitui um dos vinte
e oito géneros dominantes da América do Sul (Eigenmann et al., 1921). Dentro deste
género existe muitas espécies de peixes conhecidas popularmente como lambaris,
gue povoam pequenos riachos, lagos e os grandes rios formadores das bacias
hidrograficas de todo o ambiente tropical. Apresenta ampla distribuicdo desde a Bacia
do Prata até o Panam& e ainda desde &aguas de marés até elevacbes de
aproximadamente 1.500 metros. O lambari-do-rabo-amarelo € uma espécie de
pequeno porte, que atinge de 10 a 15 cm de comprimento, podendo chegar a 60
gramas de peso. Possui habito alimentar onivoro e seu crescimento € rapido,
chegando a maturidade sexual com cerca de quatro meses de idade em condic¢des de

producdo, normalmente com 7 a 9 cm de comprimento para os machos e 12 a 15 cm
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de comprimento para as fémeas (Porto-Foresti et al., 2010). O nome comum destes
peixes varia de regido para regido, sendo reconhecidos como “tambiu”, “piaba”,
“piabinha”, “lambari-do-rabo-amarelo” e ainda outros nomes particulares e de uso

local.

Figura 1. Lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris)

Durante o periodo reprodutivo, diferencas morfolégicas nitidas podem ser
evidenciadas entre machos e fémeas, sendo que as fémeas, além de serem maiores
e possuirem o corpo mais arredondado, sdo frequentemente mais precoces no
crescimento do que os machos (Porto-Foresti et al., 2005;). Neste periodo, observa-
se ainda nas fémeas uma forte irrigacdo por vasos sanguineos na regido ventral do
corpo, principalmente nas bases de insercdo das nadadeiras peitorais e ventrais. Os
machos sdo menores, possuem 0 corpo alongado e no periodo reprodutivo
apresentam a nadadeira anal aspera ao toque, sendo tal caracteristica importante
para a sua identificacdo (Porto-Foresti et al., 2010). Ha relatos de maturacao sexual
aos quatro meses de idade em condi¢fes de criacao (Silva et al., 1996). Levando-se
em conta a sua facil reproducéo, a boa taxa de sobrevivéncia das larvas e alevinos, o
rapido crescimento e o habito alimentar onivoro, a producédo de lambaris para o
mercado de iscas vivas ou mesmo para o consumo direto ou processamento pode ser

considerada uma boa opcédo de negacio.

Dentre as espécies nativas que vem se destacando na aquicultura brasileira, o
lambari-do-rabo-amarelo apresenta um crescimento de 8,58% ao ano (IBGE, 2019).

A criacao do lambari nas propriedades rurais constitui-se uma excelente alternativa
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para pequenos e medios produtores, que procuram diversificacdo de suas atividades
nas propriedades. O produto resultante da criacdo do lambari poderia ter diferentes
destinagdes, entre as quais a sua utilizagdo no consumo direto, sua industrializagao
na forma de conservas, ser utilizado como alimento natural ou forragem na criacao de
peixes carnivoros ou ainda ser comercializado como isca viva para a pesca esportiva,
e recentemente esta sendo usado para pesca comercial do atum, substituindo a
sardinha (Paiva, 1997, Vallad&do, 2018). Além do mais, pode-se iniciar a produ¢do com
a instalacdo de um policultivo, estocando o lambari com outras espécies de peixes,
principalmente aquelas ndo carnivoras de grande porte como o pacu, por exemplo.
Entretanto, dificuldades de manejo, principalmente durante a despesca dos peixes
maiores, podem resultar em significativa mortalidade dos peixes, devido as lesdes e
estresse causados durante a manipulacdo das redes de arrasto, sendo, por isso, mais
indicada a pratica do monocultivo para um melhor desempenho da criacdo (Porto-
Foresti et al., 2001).Diante do exposto, considera-se que o conhecimento sobre as
caracteristicas biolégicas do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris), e o
conhecimento sobre os parasitos que o acometem, Sa0 nhecessarios para 0
desenvolvimento de protocolos de biosseguridade, pois certamente estes sdo pré-
requisitos para uma maior competitividade e consolidacdo da lambaricultura nacional,

sendo um item crucial para a gestao sanitaria e sustentabilidade da atividade.
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Capitulo 2

Status sanitario e diversidade parasitaria do Astyanax
lacustris em pisciculturas

(Manuscrito nas normas do Aquaculture Research)
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Resumo

Dentre os peixes nativos com potencial para a piscicultura, destaca-se o
Astyanax lacustris, espécie de pequeno porte, pelagica, com habito alimentar onivoro
e amplamente distribuida nas bacias hidrograficas neotropicais. Esta espécie €
comum na regido sudeste do Brasil e tém se destacado pelo potencial para a producéo
comercial. Todavia, a intensificacdo da producéo tem acarretado problemas de saude,
principalmente causados por parasitos, em que relatos sobre o status sanitario da
espécie sdo escassos. Assim, este estudo teve como objetivo identificar os principais
parasitos que afetam o A. lacustris e determinar os indices ecoldgicos do parasitismo.
O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia e Parasitologia de
Organismos Aquaticos, do Centro de Aquicultura da UNESP (LAPOA) em parceria
com pisciculturas comerciais de lambari, localizadas no municipio de Buritizal/SP e
Jaboticabal/SP. Para tanto, 270 peixes foram submetidos ao exame parasitologico
através de raspado da pele e branquias, analise de érgaos internos, como figado, rim,
cérebro e trato gastrointestinal, sendo este material observado em microscépio. Foi
verificada a ocorréncia de protozoario ciliado (tricodinideos), protozoario mastigoforo
(Piscinoodinium pillulare), nematddeos cistos de mixosporideos e monogenéticos. A
maior prevaléncia foi de tricodinideos, sendo a espécie Tricodina heterodentata
primeiramente relatada no lambari como ectoparasito e os mixosporideos (Henneguya
sp.) como endoparasitos. Apds andlise das variaveis limnolégicas da agua, pode-se
observar elevada concentracdo de fosforo, justificando a necessidade de intervencdes
e mudancas no manejo das pisciculturas para ajustar o ambiente as condicdes
adequadas para o desenvolvimento e manutencdo da salude dos peixes, pois a
qualidade da 4gua inadequada favorece o aparecimento de doencas parasitarias, que
sdo uma grande preocupacgado na piscicultura, pois resultam em perdas diretas e
indiretas. O controle eficaz das doencgas depende do manejo sanitario integrado, que
considera o hospedeiro, o meio ambiente, 0s parasitas e a pratica adequada de

criacao.

Palavras-chave: aquicultura, lambari, parasito, saude, sanidade.
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Abstract

Among the native fish with potential for aquaculture, Astyanax lacustris stands
out, a small, pelagic species with an omnivorous dietary and widely distributed in
neotropical watersheds. This species is common in the southeastern region of Brazil
and has stood out for its potencial for commercial production has caused health
problems, mainly caused by parasites in which reports about the health status os the
species are scarce. Thus, this study aims to identify the main parasites affecting A.
lacustris and to determine the ecological indices of parasitism. The study was
developed at the Laboratory of Microbiology and Parasitology of Aquatic Organisms of
the UNESP Aquaculture Center (LAPOA) in partnership with commercial lambari fish
farms, located in Buritizal/SP and Jaboticabal/SP. For this purpose, 270 fish were
submitted to parasitological examination through skin scraping and gills, analysis of
internal organs, such as liver, kidney, brain and gastrointestinal tract, this material
being observed under a microscope. The ocurrence of ciliated protozoan (trichodina),
mastigophore protozoan (Piscinoodinium pillulare), nematodes, myxozoa cysts and
monogenetic were found. The highest prevalence was observed by parasitism of
trichodinids as ectoparasites, being Trichodina heterodentata as the first species
related to A. lacustris and myxozoa (Henneguya sp.) as endoparasites. The results of
water analyzes, especially the high phosphorus level, may indicate the need for
intervetions and changes in the management of fish farms to adjust the enviroment,
such as the conditions of use development of fish with good health, with poor quality
water. The emergence of parasitic diseases, wich are a major concern in fish farming,
resulting in direct and indirect damage. Effective disease control depends on integrated
health management, wich considers the host, enviroment, parasites and husbandry
practices appropriate.

Key words: aquaculture, lambari, parasite, health, sanity.
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1. Introducéo

De acordo com estudo da OCDE (Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico) e a FAO (Organizagdo das Nacdes Unidas para
aAlimentacao e Agricultura), em 2017 foram produzidos 172 milhdes de toneladas de
pescado, tanto de peixes de criacdo quanto de captura (FAO; OCDE, 2017). Com
base na necessidade de diversificarmos a producdo de peixes no mundo, a
lambaricultura tem um grande potencial para atingir diferentes nichos de mercado e

merece ser mais estudada.

A producéo do lambari (Astyanax lacustris), ou lambaricultura, se desenvolveu
nas ultimas trés décadas como uma alternativa de renda para pequenos produtores
rurais no sudeste brasileiro. A producéo surgiu com o objetivo de suprir as demandas
do mercado de isca viva para a pesca esportiva de agua doce, atividade que
permanece como principal mercado, no entanto, este peixe atinge diferentes nichos
de mercado como de petisco, pesca comercial de atum, enlatados, assim como para
ornamentacgéo (Valladéo et al., 2018). No momento é necessario conhecer o status
sanitario desta producao afim de evitar ou prevenir problemas e surtos de mortalidade

futuras.

O incremento significativo da aquicultura, observado no Brasil, tem aumentado
consideravelmente pesquisas relacionadas as doencas de origem parasitaria,
bacterianas e as causadas por outros patdgenos, principalmente daqueles
hospedeiros com potencial para a produgcdo e para a comercializacdo, devido aos
elevados prejuizos econémicos (Tavares-Dias e Matins, 2017). Desta forma, nos

sistemas de producdo intensivo de peixes, a sanidade € um dos aspectos mais

relevantes para a criacdo comercial de qualquer espécie.

Entre os principais patdgenos de peixes estdo os ectoparasitas, considerados
invasores primarios, causando doencgas em peixes de producdo em todo o mundo,
ocasionando lesdes que atuam como porta de entrada para bactérias patogénicas, o
gue leva a prejuizos econémicos (Martins et al., 2010). As parasitoses podem causar
grandes perdas nas pisciculturas, especialmente em sistemas de producéo intensiva,
0 que favorece o aparecimento de doencgas, caracterizado pelo aumento da densidade

de estocagem para obter maior produtividade.
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Muitas vezes sdo observados altos indices de parasitos, entre outros
patdogenos (inclusive com potencial zoondtico), os quais estdo diretamente
relacionados ao manejo impréprio, dando origem as doencas (Pavanelli et al., 2013).
Por isto, Tavares—Dias e Martins (2017) ressaltam que estudos de identificacao
parasitaria, analise da ecologia e patogenia, fornecem embasamento para
compreender a relacdo dos patdogenos com o hospedeiro, e permitem que estes
parasitas sejam controlados para evitar a manifestacado da enfermidade. Ademais, as
perdas causadas por parasitas e outros patégenos representam um fator determinante
para o sucesso da piscicultura, pois além de disseminar agentes patogénicos para o
ambiente, representam riscos a saude publica (Braccini et al., 2008). Com o aumento
do interesse na producdo de espécies de peixes nativos, é necessario haver esfor¢cos
para conhecermos a biologia dos parasitos, incluindo sua manutencdo no ambiente
de criacdo animal, seus mecanismos de infec¢ao, transmisséo e aspectos patolégicos
das doencas que estes causam. Assim, podera ser tomada as medidas contra a livre
circulacao destas doencas, especialmente com foco em promover maior salubridade
no ambiente de producdo, com descontaminacdo e implantacdo de barreiras

sanitarias efetivas.

Com base em todas as afirmacdes destacadas acima, a descricdo dos
parasitos que acometem o lambari é de grande importancia para o desenvolvimento
de medidas profilaticas de controle efetivo dentro das pisciculturas, com énfase nas
principais espécies de parasitos, as quais podem ajudar a reduzir os problemas

sanitarios e permitirdo a producao de um pescado de qualidade.

2. Objetivos Especificos
e Diagnosticar a fauna parasitaria do Astyanax lacustris;
e Avaliar os aspectos ecologicos dos parasitas encontrados;
e Correlacionar a qualidade de agua dos viveiros com os indicadores

ecologicos.
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3. Metodologia

Todos os procedimentos com 0s animais seguiram 0S principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo que o estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil (protocolo n°® 001942/18).

3.1.Coleta do material biolégico e caracterizagcdo das propriedades

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e Parasitologia de
Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP (LAPOA), em parceria
com pisciculturas comerciais de lambari, localizadas nos municipios de Buritizal/SP, e
Jaboticabal/SP.

Na piscicultura de Buritizal, a producdo de peixes é realizada em tanques
escavados de aproximadamente 1000 m?, localizados em &rea aberta, sem prote¢do
para evitar a entrada de aves e outros animais. A 4gua de abastecimento dos tanques
€ proveniente de um cérrego. Nesta propriedade, foram realizadas trés coletas, no
més de maio (Coleta 1), julho (Coleta 2) e outubro (Coleta 3) do ano de 2018,
totalizando 150 espécimes coletados.

Na piscicultura localizada no municipio de Jaboticabal foi realizada apenas uma
coleta no més de maio/2019, com 60 espécimes coletados. Os tanques tinham 35 m?,
com tela para evitar a entrada de aves e outros animais. A 4gua de abastecimento

dos tanques era proveniente de uma represa.

Em cada piscicultura, foram coletados peixes de dois viveiros. Nas coletas,
lambaris foram medidos (comprimento total e padréo), pesados e a superficie corporal
minuciosamente observada para verificar possiveis lesdes ou alteracdes provocadas
pelos parasitos, estes procedimentos eram realizados na propria piscicultura, com

auxilio de estereomicroscépio 6ptico comum.

3.1.1. Colheita e Identificacdo dos Parasitos

A colheita de parasitos foi realizada de acordo com cada espécime encontrado,

seguindo as recomendacbes de Amato et al. (1991) e Martins e Souza (1997). Foi
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realizada a descricdo dos sinais clinicos, através da observacao macroscopica dos

animais, de comportamentos anormais, lesdes e mortalidade.

Monogenea: quando presentes nas branquias dos peixes, estas foram
colhidas e colocadas em frascos com formalina 1:4000. Apds descanso por duas
horas nessa solucdo, os frascos eram agitados vigorosamente e o conteudo
resuspendido em formalina 5%. No laboratério, os filamentos branquiais foram
raspados cuidadosamente com o auxilio de laminas de bisturi para retirada de

eventuais parasitos. Os espécimes foram conservados em formalina 5%.

Protozoarios: foram analisados muco de pele e branquias, comprimidos entre
lamina laminula e observados em microscopio; quando da presenca dos parasitos,

estes foram secos ao ar e corados com nitrato de prata 2%, por dez minutos.

Nematddeos: colhidos a partir do trato digestorio dos peixes, 0os nematdides
foram colocados em tubos contendo formalina 10% e outras amostras foram

armazenadas em alcool 70% para andlise molecular.

Myxozoa: os 6rgaos internos (cérebro, figado e rim) foram colhidos, macerados
e depositados em lamina e laminula para visualizacdo através de microscopio 6ptico

dos mixdsporos (Fig. 1).

3.1.2. Andlise parasitoldgica e quantificacdo dos parasitos

Para a quantificacdo dos parasitos, 30 peixes de cada coleta foram
eutanasiados individualmente em solugéo alcoolica de benzocaina (100 mg/L). As
branquias foram removidas e os arcos branquiais individualizados, colocados em
frascos contendo formalina 1:4000, agitados e incubados por duas horas.
Posteriormente, foi adicionado formol 5%. Os corpos dos peixes sem as branquias
foram colocados em frascos contendo a solucdo utilizada para a anestesia e
adicionada solucdo de formalina 2:4000, incubados em temperatura ambiente por
duas horas e agitados para o desprendimento dos parasitos. Posteriormente, foi

acrescentado formol ao contetdo até atingir a concentragéo de 5%.

O conteudo dos frascos foi homogeneizado e 1 ml de cada amostra de
branquia e muco foram colocados em camara de Sedgewick-Rafter para a

quantificacdo dos protozoarios ciliados. Todos os campos da camara foram
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analisados por microscopia optica (Nikon E200®) no aumento de 100 X. O valor médio
de protozoarios encontrados em 1 mL das amostras de branquias e muco corpéreo

foram utilizados para estimar o numero total de parasitos ciliados em cada peixe.

O restante do conteldo das amostras foi acondicionado individualmente em
placas de petri e analisado em estereomicroscopio (Tecnival SQF®) para a contagem
de monogeneas.

Com base nesta quantificacdo, foram determinados os valores prevaléncia
parasitaria e variacdo de intensidade de acordo com Bush et al., (1997).

Figura 1. Exemplares de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) medidos e
pesados e colocados sob refrigeracao para posterior andlise de myxozoa para valores

de prevaléncia.

3.1.3. Analise da qualidade ambiental e agua

Durante todo o experimento, as variaveis limnoldgicas da agua foram aferidas,
como o oxigénio dissolvido (mg/L), condutividade elétrica us/cm e a temperatura (°C)
com auxilio do oximetro digital (modelo YSI 55) e o pH com o pHmetro (modelo YSI
pH 100).
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No laboratério de Anélises de Agua do Caunesp, foram realizadas andlises de
amonia total (ug/L) (Koroleff, 1976), fosforo total (ug/L) (Mackereth et al., 1978), nitrato
(ug/L) e nitrito (ng/L) (Golterman et al., 1978). Os valores de referéncia adotados foram
os descritos como adequados para aquicultura por Sipauba—Tavares (1994).

4. Resultados

Alguns exemplares coletados apresentaram lesdes macroscopicas, como
pontos hemorragicos na superficie corporal. Nas andlises parasitologicas, foi
verificada a presenca de protozoario ciliado (tricodinideos), protozoario
mastigoforo (Piscinoodinium pillulare), nematoides, cistos de mixosporideos e

monogenéticos.

4.1.Coleta realizada na piscicultura localizada no municipio de Buritizal, SP.

4.1.1. Dados Biométricos

Segundo os dados biométricos, 0s espécimes apresentaram tamanho e peso
padrdo para a espécie, apenas na segunda coleta apresentaram menor peso e menor

comprimento (Tabela 1).

Tabela 1. Biometria de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) coletado na
piscicultura localizada em Buritizal, com dados dispostos em média + desvio padrao.

Comprimento Comprimento Total
Coleta Peso (g9)
padrdo (cm) (cm)
01 9,37x4,1 6,13+ 1,57 7,47+ 1,7
02 3,43+0,89 5,72+0,76 6,13+ 1,57
03 9,05 + 12,40 572 £ 2,05 7,02 +£2,49
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4.1.2. Identificacdo e Descricao dos tricodinideos

Os espécimes de lambari coletados na piscicultura de Buritizal apresentaram
infestacdo por tricodinideos na pele e branquia. Em sua maioria, estes parasitos
apresentaram a lamina larga e em forma de foice, preenchendo o espaco entre o eixo
y e y+1. A parte central da lamina é robusta e arredondada e preenche o espaco entre
0s eixos y+1 e y-1, e com apofise da lamina bem desenvolvida e proeminente. Seus
raios sdo longos, retos e espessos, posicionado paralelamente ao eixo y ou
direcionados anteriormente, situando-se entre os eixos y e y + 1. Apofise do raio

relativamente curta pode ser observada (Figura 2).

Todas as caracteristicas morfologicas do parasita observados na pele e nas

branquias do lambari assemelham-se a T. heterodentata.

Figura 2. A) Trichodina heterodentata presente no lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax
lacustris) impregnada com nitrato de prata. Barra: 10 um; B) desenho esquematico
dos denticulos evidenciando a lamina em formato de foice e raio espesso.
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Tabela 2. Dados morfométricos (um) dispostos em média + desvio padrdo (minimo — maximo; n) de Trichodina heterodentata

verificada no estudo e comparacao com descri¢cdes anteriores.

Van As e Basson Paduaetal.  Valladdo et al.
Local Presente estudo
(1992) (1983) (2012) (2013)
Branquia Pele
Diametro do 47,52 + 7,80 52,97 + 8,76 48,8+ 25 53,9+ 3,7 50,4 + 3,7 56,0 + 3,6
corpo (39,26 - 63,18;11) (40,54 - 69,07; 9) (45,5 — 52,5) (49 — 61) (45 - 58,8) (48,4 —65,9)
Borda da 3,92+0,82 3,76+ 0,52 34+0,6 48+0,3 43+0,4 45+0,4
membrana (2,48 - 5,35;11) (3,02 - 4,84; 9) (3,0 - 4,5) (4 -5) (3,5-5,5) (2,8-5,7)
39,25 + 6,28 44,95 + 8,25 41,8+1,7 44,4 +35 412 +33 47,7+ 3,6
Disco adesivo
(31,40 - 52,02;11) (39,30 - 63,02; 9) (40 — 44) (40 — 52) (351-49,7)  (39,4-553)
Diametro do 25,21 + 4,31 30,59 + 7,19 245+1,0 27,9+2,6 244 +2.4 20.4 + 2.6
anel denticular (20,62 - 34,11;11) (21,09 - 39,92); 9) (23 — 25,5) (245-325) (199-30,3)  (23,0-37,6)
Extenséo do 12,95+2,13 14,91+2,59 12,0+08(11,5- 13,8+08 13,7 +0,9 15,4 + 1,0
denticulo (10,80 -16,28;11) (10,99 - 18,66; 9) 14,5) (12 - 16) (11,6-155)  (13,0-17,6)
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Comprimento

de raio

Parte Central

Comprimento

da lamina

Largura do

Denticulo

NUamero de

denticulos

Pinos por

denticulos

593 +1,18
(4,27 - 7,73;11)
1,72 +0,35
(1,16 - 2,30; 11)
5,09 + 0,86
(4,22 - 6,70; 11)
5,28 + 3,33
(2,74 - 8,06; 11)
25,67

(22 — 30; 11)

(8-9)

- Dados néo informado pelo autor.

Caunesp

7,48 £1,76

(4,58 - 10,33 9)

2,43+0,4 (1,72 -
3,07; 9)

5,30 + 0,43 (4,83 -
6,24 9)

6,60 + 1,32 (5,04 -
8,68 9)

23,33+1,5

(21 — 25: 9)

(8 —12; 9)

6,3+0,9
(5,5—17,5)
2,5+0,7
(1,5-4)
4,1+0,9
(2-5)
7,1
(6,0 — 8,0)
21
(20 — 22)
11

(10 — 12)

Orientadora Fabiana Pilarski

6,4+0,4
(5,5 —7,0)
2,3+0,3
(2,0 - 3,0)
4,8+0,3
(4,5 - 5,0)
7,4+0,7
(6,0 — 9,0)
22
(21 — 24)
10

(8 — 10)

7,2+0,8
(51-9,2)
1,9+0,4
(1,2-27)
4,6+0,4
(3,7 -5,5)
7,7+0,7
(6,1-9,1)
20
(16 — 22)
10

(8 - 12)

7,7+-8
(6,0-9,9)
3,005
(2,1 -4,2)
46+04
(3,8-5,7)
7,8+0,7

(5,8-9,3)

98+1,2

(6 -12)
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Observacoes:

Trichodina heterodentata € uma espécie distinta caracterizada pelas laminas
dentérias robustas, em forma de foice, com extremidades pontiagudas, pelos raios
uniformemente afilados com pontas pontiagudas, pela auséncia de inclusdes centrais
e pela proeminéncia dos pinos radiais (Dove et al., 2005). Trichodina heterodentata foi
originalmente descrita em trés populacdes diferentes de Tilapia zilli (Gervais,
1848), Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) e Trichogaster trichopterus (Pallas,
1770) das Filipinas (Duncan, 1977). Mais tarde, também foi registrado a partir de um

grande numero de espécies de peixes, incluindo vérias familias.

Os dados morfométricos para o atual estudo estdo dentro dos limites de T.
heterodentata apresentados originalmente por Duncan (1977) e subsequente por Van
As e Basson (1994), que observaram um grau de variabilidade morfologica nestes
parasitos, variabilidade morfométrica também foi evidente no material deste estudo,
especialmente em relacdo ao comprimento do raio e grau de curva da lamina. Outro
ponto que deve ser comentado é a posi¢ao do raio e da lamina em relagdo aos eixos
y. Segundo Van As e Basson (1989, 1992), a lamina preenche o espaco entre 0s eixos
y e y - 1. No entanto, no presente estudo, a lamina preenche o espaco entre o eixo y
ey + 1, a parte central é robusta, preenchendo o espaco entre 0s eixos € 0
comprimento do raio é maior que o comprimento da lamina levemente direcionada,
anteriormente situada entre os eixos y e y + 1, o que ndo corrobora em Nnossos
resultados , pois a parte central preenche o espaco entre os eixosy +ley-1,ea
apofise da lamina mostra-se bem desenvolvida e proeminente. Este fato demonstra,
juntamente com outros estudos que a T. heterodentata apresenta alta variabilidade
morfolégica. Comparando somente as medidas aqui descritas, pode-se considerar
que varios caracteres foram semelhantes a T. modesta, principalmente as tricodinas
encontradasnas branquias, no entanto, a maioria dos caracteres foi semelhante a T.

heterodentata.
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Tabela 3. Morfometria da espécie Tricodina modesta semelhante a Tricodina

heterodentata do presente estudo.

T. heterodentata T. modesta
(Presente estudo) (Lom, 1970)
Branquia Pele
47,52 + 7,80 52,97 + 8,76 44,0
Diametro do corpo
(39,26 - 63,18)11 (40,54 - 69,07) 9 (34 — 56)
3,92+0,82 3,76 £ 0,52
Borda da membrana (3-3,5)
(2,48 - 5,35)11 (3,02-4,84)9
39,25 + 6,28 44,95 + 8,25 33,0
Disco adesivo
(31,40 - 52,02)11 (39,30 -63,02) 9 (28 — 43)
denticular (20,62 - 34,11)11 (21,09 - 39,92) 9 (15 - 20)
12,95+ 2,13 14,91 + 2,59
Extenséo do denticulo -
(10,80 - 16,28)11 (10,99 - 18,66) 9
593+1,18 7,48 £ 1,76
Comprimento de raio (3,5-4,0)
(4,27 -7,73) 11 (4,58 - 10,33) 9
1,72+ 0,35 2,43+0,4
Parte Central (1,5)
(1,16 - 2,30) 11 (1,72-3,07) 9
5,09 £ 0,86 5,30+ 0,43
Comprimento da lamina (4-4,5)
(4,22 -6,70) 11 (4,83-6,24)9
5,28 + 3,33 6,69 + 1,32
Largura do Denticulo -
(2,74 - 8,06) 11 (5,04 - 8,68) 9
25,67 23,33+1,5 23
NUmero de denticulos
(22-30) 11 (21-25)9 (22 — 25)
Pinos por denticulos (8-9) 8-12 7-8
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4.1.3. Indicadores ecoldgicos do parasitismo

Todos os peixes analisados neste estudo estavam parasitados, sendo
verificada maior prevaléncia de mixosporideos como endoparasitos e tricodinideos

como ectoparasitos, em todas as coletas analisadas.

A tabela 4 expressa a maior prevaléncia de mixosporideo Henneguya spp.
como endoparasitos. Os resultados apresentam ampla ocorréncia deste parasito em
todas as coletas, além do mais, pode-se observar presenca de Thelohanellus spp. no
cérebro e rim na segunda coleta, representando menor porcentagem de prevaléncia
entre 0s outros parasitas, seguido por nematoides no estdbmago. Percebe-se maior
prevaléncia parasitaria em peixes coletados na segunda coleta, além de maior

parasitismo por Henneguya spp. no cérebro e rim.

Tabela 4. Prevaléncia de endoparasitas correspondente as coletas 1, 2 e 3 na

piscicultura localizada em Buritizal.

Parasito Local de Infestacao Coleta Prevaléncia %
Cérebro 1 36
2 66
3 28
Henneguya spp. Figado 1 10
2 34
3 12
Rim 1 48
2 98
3 48
Thelohanellus spp. Cérebro 2 22
Rim 2 4
Nematodeos Estdbmago 1 14
39
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2 54

3 16

Figura 3. A: Thelohanellus spp. Barra: 10 um; B: Henneguya spp. infectando cérebro
de A. lacustris. Barra: 10 um.

Pode-se verificar na Tabela 5 maior prevaléncia de tricodinideos na pele,
seguido das branquias. Além disso, é importante notar que nao foi observada a
presenca de monogeneas (um importante grupo de parasitos de peixes) em nenhum

6rgao, como branquias.

Tabela 5. Indicadores de infestacdo ectoparasitaria observados nos peixes da
primeira coleta na piscicultura localizada na cidade de Buritizal.

Local de Local Prevaléncia Variacdo de Intensidade Abundancia

Parasito Infestacao 1 (%) Intensidade Média Média
Tricodinideos  Branquia V1 60 10 - 1200 157,6 136,6
V2 60 10 - 590 76,1 66
Pele V1 74 30 - 300 92,3 48
V2 100 60 - 1650 477,6 477,6
40
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Piscinoodinium

pillulare Branquia V1 6,6 - 0,66 0,66
V2 - - _ ]

Pele V1 4 - 30 24

V2 32 30 - 180 76,6 27.6

Legenda: V1= viveiro 1. V2= viveiro 2.

Verifica-se maior prevaléncia de tricodinideos nas branquias, embora a
presenca de Piscinoodinium pillulare e monogeneas sejam notaveis na segunda
coleta (Tabela 6).

Tabela 6. Indicadores de infestacdo ectoparasitaria observados nos peixes da

segunda coleta realizada na piscicultura localizada em Buritizal.

Local de Local Prevaléncia Variacao de Intensidade Abundéancia

Parasito . _ o o
Infestacao 1 (%) Intensidade Média Média
Tricodinideos Branquia V1 86 10-740 87,5 70
V2 100 10 - 990 149,3 149,3
Pele Vi 26,6 30 - 60 37,5 10
V2 26,6 30-60 45 12
Piscinoodinium )
_ Branquia Vi 20 - 10 2
pillulare
V2 20 - 10 2

Monogeneas Branquia A - - - -

V2 6,6 - 10 0,6

Legenda: V1 = Viveiro 1; V2 = Viveiro 2.

Comparada as outras analises parasitologicas, na terceira coleta, os peixes

apresentaram menor indice de infestacdo parasitaria no viveiro 2 (Tabela 7).
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Tabela 7. Indicadores de infestacao parasitaria nos lambaris durante a terceira coleta

na piscicultura localizada na cidade de Buritizal.

Local de Local Prevaléncia Variacdo de Intensidade Abundancia

Parasito ) o o
Infestacao 1 (%) Intensidade Média Média
Tricodinideos Branquia V1 93,3 10-190 36,4 33,9
V2 - - - -
Pele V1 53,3 40 - 420 14 7,46
V2 - - - -
Piscinoodinium
_ Pele V1 - - - -
pillulare
V2 13,3 - 40 53
Monogendides  Branquia V1 13,3 - 10 1,33

Legenda: Local 1: V1 = Viveiro 1; V2 = Viveiro 2.

4.1.4. Variaveis limnolégicas

As variaveis limnoldgicas da agua dos tanques de criacdo estavam dentro do
recomendado para o conforto e bem estar dos peixes, com a concentracao de oxigénio
dissolvido na agua em torno de 7,7 £ 1,6 mg/L, pH de 7,5 £ 0,5, temperatura de 29,2
+ 0,9 °C, condutividade elétrica de 75 + 4,02 pS/Lamonia total de 0,06 + 0,01 mg/L,
nitrato de 0,03 mg/L, nitrito 0,01 + 0,01 mg/L com excecdo do fosforo total que
apresentou valor de 0,04 + 0,02 mg/L quando o recomendado €é valores menores que
0,025 mg/L..

4.2. Coletarealizada na pisciculturalocalizada no municipio de Jaboticabal, SP

4.2.1. Dados Biométricos

Alguns peixes coletados apresentaram lesées macroscopicas, como pontos
hemorragicos pela superficie corporal. Apresentaram peso meédio de 6,4 + 24 g e

comprimento total 6,4 + 0,94 cm.
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4.2.2.Indices Ecolégicos

Todos o0s peixes analisados estavam parasitados, apresentando maior
prevaléncia de tricodinideos na pele e branquias, além de outros ectoparasitas, como
monogenéticos e Piscinoodinium pillulare (Tabela 8). Quanto aos endoparasitas, foi

observada apenas a presenca de Henneguya sp. no cérebro e rim dos peixes.

N&o foi possivel identificar os tricodinideos a nivel de espécie devido ao numero
insuficiente de espécimes bem coradas para realizacdo das andlises para
identificacdo dos mesmos.

Tabela 8. Indicadores de infestacdo ectoparasitaria na piscicultura localizada em

Jaboticabal.
Parasito Local de Local Prevaléncia Variacdo de Intensidade Abundancia
Infestacao 1 (%) Intensidade Média Média
Tricodinideos Branquia V1 93,3 10-130 54,2 50,5
V2 80 10 - 80 28,3 22,6
Pele Vi 100 80 - 1640 584 584
V2 80 40 - 960 338,4 270
Piscinoodinium _
pillulare Branquia V1 20 10-20 10 2
V2 13,3 10 - 40 25 3,3
Pele Vi 6,6 - 160 10,6
V2 - - - -
Monogendides  Branquia V1 60 10 -40 18,75 11,2
V2 73,3 10-30 21,1 15,4

Os resultados de prevaléncia de endoparasitos na piscicultura localizada em
Jaboticabal foram compostos apenas por Henneguya spp., sendo de 30% no cérebro

e 43% no rim.
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4.2.3. Variaveis Limnologicas

As variaveis limnologicas da agua dos tanques de criacado estavam dentro do
recomendado para o conforto e bem estar dos peixes, com a concentracéo de oxigénio
dissolvido na dgua em torno de 3,5 + 1,04 mg/L, pH de 6,8 £ 0,5, temperatura de 27,5
+ 1,2 °C, amonia total de 0,02 £ 0,03 mg/L, auséncia de nitrito, nitrato 0,02 £ 0,01 mg/L
com excecdo do fésforo total que apresentou valor de 0,07 £ 0,02 mg/L quando o

recomendado é valores menores que 0,025 mg/L.

5. Discussao

A espécie de peixe deste estudo estava infestada por monogenéticos
tricodinideos, mixosporideos e nematoides. Trabalhos relatando a ocorréncia de
doencas parasitarias em Astyanax spp. de producao sao escassos, como o estudo de
Valladéo et al. (2019) relatando intensa infestacdo por Chilodonella hexasticha em
branquias onde estas apresentaram pontos de necrose, hipertrofia, hiperplasia e fuséo
lamelar; Milanin et al. (2018) descreveram alta infestacdo por Henneguya chidadea
nos filamentos branquiais; e Padua et al. (2015) relataram a presenca de Acusiola sp.
nas branquias, causando infiltrado inflamatério, hiperplasia, fusdo total e edema
lamelar. No entanto, ha um numero crescente de relatos sobre a identificacdo de
parasitos neste hospedeiro em ambiente natural, tais como, por crustaceos
(Caramargo et al., 2016; Gallio et al., 2017), monogenéticos (Mendoza-Franco et al.,
2009; Almeida et al., 2011; Acosta et al., 2015; Camargo et al., 2016; Negrelli et al.,
2018), mixosporideos (Vita et al., 2003; Barassa et al., 2003; Caetano et al., 2012;
Vidal et al., 2018; Silva et al., 2019), digenéticos (Flores-Lopes, 2014; Negrelli et al.,
2018; Dias et al., 2018) e nematoides (Negrelli et al., 2018; Gallas et al., 2019). Tais
relatos sdo importantes, pois, em decorréncia de muitos piscicultores coletarem peixes
da natureza para torna-los matrizes ou reprodutores, esses parasitos podem entrar no
sistema de producdo junto a estes hospedeiros e caso a qualidade da agua seja
impropria para os padrbes da piscicultura e manejo sanitario ineficiente, pode
ocasionar surtos parasitarios na producdo, portanto, todos estes parasitos

representam um risco para a atividade, necessitando de mais atencéo.

Os resultados deste trabalho mostraram um parasitismo intenso ocasionado

por tricodinideos na piscicultura localizada em Buritizal, corroborando relatos de que
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estes s@0 0s agentes parasitarios que mais acometem peixes de criacao (Valladao et
al., 2016). A literatura mostra que estes parasitos podem causar danos aos seus
hospedeiros culminando em consideravel mortalidade, além de permitir o
aparecimento de infec¢cdes secundarias (Jerdbnimo et al., 2012). Assim sendo, o
intenso parasitismo observado no lambari pode culminar em perdas de producéao,
infeccbes secundarias e até mortalidade. Tricodinideos sdo parasitos cosmopolitas,
no entanto, este € o primeiro relato de Trichodina heterodentata em A. lacustris. H4
poucos relatos da presenca de tricodinideos em peixes do género Astyanax como T.
mutabilis (Aguilar-Aguilar e Islas-Ortega, 2015), Trichodina cf. maritinkae, T. modesta
e T. colisae (Islas-Ortega, 2013) em A. mexicanus. Em relacdo a morfologia, neste
estudo foi observado que alguns espécimes de T. heterodentata apresentaram raio e
parte central um pouco mais espessas que outras, com varia¢cao de tamanho. Estudos
similares também demonstraram essa variacdo no tamanho e na forma (Miranda et
al., 2012; Valladao et al., 2013), especialmente em relacdo a forma do raio (Basson e
Van 1994), sendo inclusive uma caracteristica da propria espécie identificada. Foram
observadas algumas diferencas na proporcdo das medidas de T. heterodentata
encontradas neste estudo com as de outros trabalhos, sendo nossas mensuragdes
um pouco menores para grande parte dos caracteres. Tais diferencas, podem ser
reflexo do ambiente em que os parasitos vivem e pela espécie de hospedeiro. Vale
ressaltar que alta prevaléncia por parasitos em peixes de cria¢do € também um reflexo
do manejo sanitério deficiente que contribui para a deterioracdo do ambiente aquatico,
tais como o elevado nivel de matéria organica na agua, baixa concentracdo de

oxigénio dissolvido, altos teores de ambnia ou nitritos e alteracées no pH.

Com relacdo aos outros parasitas encontrados na piscicultura de Buritizal,
destacam-se os mixosporideos (Henneguya spp. e Thelohanellus spp.). Este € o
primeiro relato de mixosporideos infectando cérebro, figado e rim de A. lacustris.
Embora tenham sido relatadas aproximadamente 2.500 espécies de mixosporideos
(Naldoni, 2020), sdo escassos 0s relatos em peixes de producéo, principalmente no
lambari-do-rabo-amarelo. Recentemente Milanin (2018), realizou estudos em uma
lambaricultura localizada no Mato Grosso do Sul e relatou infecgéo por H. chydadea

nas branquias dos peixes, com prevaléncia de 28,1% (9/32).

Algumas espécies sdo reconhecidas como patdgenos graves para seus

hospedeiros (Naldoni et al., 2018), sendo encontrados na forma de cistos com esporos
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infectantes, que provocam alteracdes variaveis nos peixes, de acordo com a
guantidade de cistos e os locais acometidos (Eiras e Adriano, 2013). Até o0 momento,
ndo ha tratamento para eliminar os esporos de mixosporideos, portanto, medidas
profilaticas sdo extremamente relevantes, tendo em vista que a medida que os
esporos se desenvolvem, destroem as cartilagens e comprimem 0Orgaos de seus
hospedeiros, e uma alta carga parasitaria pode comprometer as funcbes das
branquias, desta forma, diminuindo a eficiéncia respiratéria, reduzindo o desempenho
natatério e consequente mortalidade, levando a perdas econémicas na piscicultura
(Naldoni et al., 2009).

Segundo Porto-Foresti, et al. (2005), as variaveis limnologicas para o género
Astyanax sé@o de oxigénio dissolvido acima de 4,0 mg/L e 60% de saturacéo, pH entre
6,5 e 8,0 e temperatura de 25 a 28 °C. Valores esses que corroboram com os
encontrados neste estudo. No entanto, as elevadas concentracdes de fosforo total,
evidenciaram o intenso aporte de matéria organica no sistema. Desta forma, a andlise
da 4gua neste estudo tem relacdo direta com 0s niveis de parasitismo encontrados
nas pisciculturas localizadas em Buritizal e Jaboticabal. O fésforo pode ser
considerado o principal responsavel pela produtividade priméria e pela eutrofizacédo
do ambiente aquatico (Surgiura, 2018). Os valores de fésforo encontrados nas
amostras de agua podem estar elevados em decorréncia da fertilizacao dos viveiros,
fato este que pode ter ocorrido devido a elevada quantidade de alimento ofertado
(racdo comercial).

A qualidade da agua do ambiente de criacdo influencia diretamente na saude
dos peixes e pode ainda favorecer a proliferacdo de parasitos (Martins et al., 2010).
Na produgéo intensiva, ha consideravel aumento de alimento e residuos, incluindo
material organico, nutrientes e sélidos em suspensédo, o que reflete diretamente a
reducdo de oxigénio, eutrofizacdo e turbidez da agua receptora (Lin et al., 2003),
sendo a presenca de material em decomposicao e temperatura elevada os principais
fatores para a proliferacdo de parasitos em ambientes de criagcdo (Martins, et al.,
2015).

A producdo do lambari-do-rabo-amarelo pode ser uma alternativa para
pequenos piscicultores promoverem uma piscicultura sustentavel em paises em
desenvolvimento (Fonseca et al., 2017). Neste caso, existe a necessidade de

informacdes sobre as doencgas que acometem a lambaricultura, pois a mixosporidiose
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e a tricodiniase, as quais tiveram maior destaque neste estudo, sdo importantes
parasitoses que podem afetar negativamente este hospedeiro levando a perdas

econdmicas na piscicultura e necessidade de uso produtos quimicos.

Como conclusdo, nés mostramos que as parasitoses podem afetar a
sustentabilidade da criacdo do A. lacustris. Além disto, os niveis de fosforo das
pisciculturas ndo sao adequados e mostram que a atividade precisa elaborar medidas
corretivas. Portanto, medidas de biosseguridade, manejo adequado, controle da
qualidade ambiental e monitoramento sanitario devem ser implementadas para

garantir uma producéao sustentavel.
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Capitulo 3

Taxonomia e relacdo parasito-hospedeiro de mixosporideos

infectando Astyanax lacustris
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Resumo

Mixosporideos apresentam ampla distribuicdo geografica e infectam
principalmente peixes e anelideos. Até o momento foram descritas aproximadamente
2.500 espécies. Vérias destas espécies sdo importantes por causarem problemas em
peixes de producdo. Este estudo teve como objetivo o estudo taxonémico e da relacao
parasito-hospedeiro de mixosporideos que acometem o lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax lacustris). Espécimes de A. lacustris foram coletados em piscicultura do
estado de Sao Paulo. O estudo taxondmico foi realizado a partir da analise morfolégica
e morfométrica (microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmissao - MET) e
da analise molecular (sequenciamento da small-subunit ribosomal DNA — ssrDNA). A
analise filogenética também foi realizada. O estudo da relagéo parasito-hospedeiro foi
realizado a partir da andlise ultra estrutural (MET) e histolégica. Trés espécies de
mixosporideos ainda ndo descritas na literatura foram encontradas infectando A.
lacustris na piscicultura estudada: Henneguya sp.1 infectando branquia; Henneguya
sp. 2 e Myxobolus sp.1l infectando nadadeiras. As analises morfolégicas e
morfométricas revelaram que as trés espécies de mixosporideos encontradas neste
estudo sdo distintas das demais espécies descritas na literatura. A analise histologica
de Henneguya sp. 1 revelou o desenvolvimento do plasmédio no tecido conjuntivo
sub-epitelial intra-lamelar causando hiperplasia, fusdo e desorganizacao lamelar. As
analises histoldgicas de Henneguya sp. 2 revelou o desenvolvimento dos plasmadios
no tecido conjuntivo subepitelial da nadadeira. A parede plasmodial apresentou
projecbes em direcdo ao tecido do hospedeiro, no ectoplasma foram observadas
varias mitocondrias e vesiculas e o processo esporogonico foi assincrénico, com
células generativas e mixdsporos em formacgédo localizados na periferia plasmodial e
mixosporos maduros localizados na regido central do plasmodio. Tanto para
Henneguya sp.1 como para Henneguya sp. 2 nao foram observados infiltrado
inflamatorio e os plasmodios ndo foram envolvidos por camada de tecido conjuntivo.
A analise molecular de Henneguya sp.1 e Myxobolus sp. 1 resultou em um
sequenciamento de 1804 e 1498 pares de bases (pb) respectivamente e estas
sequéncias ndo correspondem a nenhuma sequéncia de mixosporideo depositada no
GenBank. As espécies mais préoximas de Henneguya sp.l1 foram Henneguya
guadunensis e Henneguya lorotoensis, apresentando ambas uma divergéncia

genética de 6,5%. A espécie mais proxima de Myxobolus sp. 1 foi Myxobolus
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batalhensis, apresentando uma divergéncia genética de 15,5%. A analise filogenética
utilizando as sequéncias de ssrDNA de Henneguya sp. 1, Myxobolus sp. e espécies
de Henneguya e Myxobolus mais préximas das espécies aqui estudadas de acordo
com a pesquisa BLAST, mostrou que embora Henneguya sp.1 e Myxobolus sp. 1
infectem a mesma espécie de hospedeiro, agruparam em clados distintos. E
importante salientar que controle eficaz de doencas parasitarias se da a partir do
conhecimento da biodiversidade parasitaria, ciclo biologico e relacdo parasito-
hospedeiro. Esse conhecimento é a chave para o desenvolvimento de medidas

profilaticas e de controle efetivo de doencgas dentro das pisciculturas.

Palavras chave: Piscicultura, Infeccdo, Mixosporideo, ssrDNA, Histologia,

Ultraestrutura
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Abstract

Myxosporids available wide geographical distribution and infected mainly fish
and rings. To date, approximately 2,500 species have been described. Several of
these species are important in farmed fish. This study aimed at the taxonomic study
and the parasite-host relationship of myxosporids that affects or yellow-tailed lambari
(Astyanax lacustris). A. lacustris specimens were collected from fish farming in the
state of S&o Paulo. The taxonomic study was carried out using morphological and
morphometric analysis (light microscopy and transmission electron microscopy - MET)
and molecular analysis (sequencing of the small subunit ribosome DNA - ssrDNA). A
phylogenetic analysis was also performed. The study of the parasite-host relationship
was carried out using ultra structural (MET) and histological analysis. Three
myxosporid species not yet described in the literature were found infecting A. lacustris
in the studied fish culture: Henneguya sp.1 infecting gills; Henneguya sp. 2 and
Myxobolus sp.1 infecting fins. The morphological and morphometric analyzes revealed
as three species of mixosporid found in this study are distinct from the other species
described in the literature. Histological analysis of Henneguya sp. 1 revealed the
development of intra-lamellar sub-epithelial connective plasma, causing hyperplasia,
fusion and lamellar disorganization.
Histological analyzes of Henneguya sp. 2 revealed the development of plasmodia in
the subepithelial connective tissue of the fin. The plasmodial wall showed projections
towards the host tissue, in the ectoplasm several mitochondria and vesicles were
observed and the sporogonic process was asynchronous, with generative cells and
myxospores in formation located in the plasmodial periphery and mature myxospores
located in the central region of the plasmodium. Both for Henneguya sp.1 and for
Henneguya sp. 2 no inflammatory infiltrate was observed and the plasmodia were not
surrounded by a connective tissue layer. Molecular analysis of Henneguya sp.1 and
Myxobolus sp. 1 resulted in a sequencing of 1804 and 1498 base pairs (bp)
respectively and these sequences do not correspond to any myxosporid sequence
deposited in GenBank. The species closest to Henneguya sp.1 were Henneguya
guadunensis and Henneguya lorotoensis, both presenting a genetic divergence of
6.5%. The closest species to Myxobolus sp. 1 was Myxobolus batalhensis, with a
genetic divergence of 15.5%. Phylogenetic analysis using the ssrDNA sequences of
Henneguya sp. 1, Myxobolus sp. and Henneguya and Myxobolus species closer to the
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species studied here according to the BLAST survey, showed that although
Henneguya sp.1 and Myxobolus sp. 1 infect the same host species, grouped in
different clades. It is important to note that effective control of parasitic diseases is
based on knowledge of parasitic biodiversity, biological cycle and parasite-host
relationship. Such knowledge is the key to the development of prophylactic measures

and effective disease control within fish farms.

Key words: Fish farming, Infection, Myxozoa, ssrDNA, Histology, Ultrastructure
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1. Introducéo

A criacdo de lambari vem se destacando pelo seu potencial para a producao
comercial. E uma espécie nativa de pequeno porte, pelagica, habito alimentar onivoro
e amplamente distribuida nas bacias hidrograficas neotropicais (Fonseca, 2017).
Apesar da lambaricultura estar em crescimento e sua importancia econémica
ressaltada na pesca esportiva, ornamentacdo e piscicultura (Valladao et al., 2018),
poucos sdo os estudos sobre a infeccdo por mixosporideos e a relacdo parasito-
hospedeiro realizados nesta espécie. Desta forma, estudos sobre parasitos que
acometem o lambari sdo de grande importancia para o desenvolvimento de medidas

profilaticas e de controle efetivo dentro das pisciculturas.

De acordo com Luque (2016) o estudo da fauna parasitaria dos peixes de agua
doce na América do Sul é de alta relevancia, tanto pelo aspecto econémico quanto
cientifico, pois € inviavel pensar no desenvolvimento da piscicultura sem dispor do
conhecimento sobre sua etiologia e enfermidades, podendo, de acordo com Roux &
Alvenant-Oldewage (2010), servir de indicador biolégico, uma vez que a relagéo
parasito-hospedeiro € uma das principais relacfes bibticas entre os peixes e esta
estreitamente relacionada as condi¢des abidticas (Ruehle, 2017). Portanto, estudos
sobre parasitos de espécies de peixes nativas sdo relevantes para que se possa

entender a diversidade, ciclos bioldgicos e a relagdo parasito-hospedeiro.

Entre os parasitos de peixes, 0s mixosporideos estdo entre 0s mais comuns, e
algumas espécies sdo consideradas patdgenos potenciais para seus hospedeiros
(Gomez et al. 2014, Naldoni et al. 2018). Dentre os parasitos com alto potencial
patogénico (Morsy et al., 2016), destacam-se 0s mixosporideos, apresentando grande
diversidade, com aproximadamente 2500 espécies conhecidas no mundo (Naldoni et
al., 2020). Estes organismos sdo parasitos obrigatorios com complexo ciclo bioldgico,
gue envolve alternancia entre invertebrados aquéaticos (anelideos ou briozoarios de
agua doce) como hospedeiros definitivos e vertebrados (principalmente peixes, mas
também anfibios, répteis, aves e mamiferos) como hospedeiros intermediarios (Abdel-
Ghaffar et al., 2016). Os mixosporideos sdo encontrados comumente nas branquias,
reduzindo a capacidade respiratoria (Naldoni et al., 2009); na pele; cartilagens;
musculos (levando a mioliquefacdo p6s-mortem em alguns casos) (Eiras et al. 2007);
ovarios (Mansour et al. 2013); rins (Abdel-Baki et al. 2015); figado e baco (Carriero et

al. 2013), cavidade abdominal (Molnar et al. 1998); parede intestinal (Casal et al.
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2003); vesicula biliar e bexiga natatoria (Feist & Longshaw, 2006). No Brasil, até o
momento sdo conhecidas cerca de 140 espécies (Okamura et al. 2018), sendo
importantes patdgenos para seus hospedeiros, tanto de ambiente natural como de
producéo (Adriano et al. 2005a; 2005b; 2005c; Adriano et al., 2012).

2. Objetivos Especificos

¢ Realizar estudo taxonémico de parasitos do sub filo Myxozoa utilizando analise
morfolégica através da microscopia de luz, microscopia eletrbnica de
transmissao e andalise molecular (sequenciamento do gene 18S rDNA);

e Descrever a interacdo parasito-hospedeiro através da analise histolégica e

ultraestrutural;

3. Metodologia

Todos os procedimentos com 0s animais seguiram 0s principios éticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo que o estudo foi aprovado
pela Comiss&o de Etica no Uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, Sdo
Paulo, Brasil (protocolo n® 001942/18).

Este projeto foi desenvolvido no Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP)
e no Laboratério de Genética Evolutiva do Departamento de Ecologia e Biologia

Evolutiva da Universidade Federal de Sao Paulo-UNIFESP, Campus Diadema.

O material analisado neste estudo foi coletado em uma piscicultura localizada
nomunicipio de Buritizal, SP. Nesta piscicultura, a producao de peixes é realizada em
viveiros (tanques escavados) de aproximadamente 1000 m?, em area aberta, sem
protecdo para evitar a entrada de aves e outros animais. A agua de abastecimento
dos tanques é proveniente de um corrego. Foram coletados 60 espécimes de
Astyanax lacustris de dois tanques de pisciculturas diferentes (P1 e P2), no més de
setembro. Os espécimes foram transportados vivos em sacos plasticos com agua dos

préprios viveiros, em condicOes de aeracao artificial, para o laboratorio da UNIFESP,
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onde foram mantidos em temperatura ambiente, em aquarios que separavam 0S

peixes de acordo com o viveiro de origem (viveiro 1 e viveiro 2).

Os peixes foram eutanasiados através da seccdo da medula e em seguida
realizada a andlise externa, em busca de lesdes e/ou cistos de parasitos.
Posteriormente, foi realizada a necropsia, com exposi¢cao das branquias e da cavidade
visceral, com a finalidade de detectar eventuais alteracdes dos 6rgaos internos e a
presenca de parasitos. O material coletado foi preparado e/ou fixado de acordo com
a técnica de estudo a ser realizada, como. analise de preparacdes a fresco, anélises

morfologicase histolégicas e moleculare e, microscopia eletronica de transmissao.

Figura 1. Foto de espécime de A. lacustris 1. Lambari — do — rabo - amarelo coletado
nas pisciculturas. Foto das pisciculturas. 2: piscicultura localizada em pesque-pague.
3: piscicultura localizada em sitio. Ambas em Buritizal, SP.

3.1.Anélise Morfolégica e Morfométrica

A caracterizacdo morfologica foi realizada nos mixdsporos maduros.
Plasmodios com mixosporos maduros foram examinados em montagens frescas
examinadas em microscopia de luz. As medi¢des foram realizadas em 30 mixdsporos
usando um computador equipado com o software de captura de imagens Axivision 4.1
acoplado a um microscopio Zeiss Axioplan 2. As dimensdes dos mixosporos foram
expressas na variacdo da menor para a maior medida em pm, seguida da média *
desvio padrdo (DP) entre parénteses. Esfregacos contendo mixosporos livres foram

secos ao ar e corados com solucédo de Giemsa e montados em um meio de montagem
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de baixa viscosidade (CytosealTM) em laminas permanentes para depdésito em

museu.

3.2.Anédlise Histologica

Para andlise histoldgica, flamentos de branquias contendo plasmaodios foram
fixados em formalina tamponada a 10%, desidratadas e incluidos em parafina. As
secgcbes com 4um de espessura foram coradas com hematoxilina-eosina e

examinadas por microscopia de luz.

3.3.Analise Ultraestrutural

Para a microscopia eletronica de transmissao (MET), os plasmodios foram
fixados em glutaraldeido 2,5% em tampdao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,4) por 12
h, lavados em solucdo salina glicose por 2 h e poés-fixados em tetroxido de 6smio
(Os0O4), sempre a 4°C. Apés a desidratacdo, utilizando uma série de acetona, o
material foi incorporado na resina EMbed 812. Seccdes de semifino foram realizadas
em um micrétomo, coradas com solucdo de azul de toluidina e examinadas por
microscopia de luz. Secgdes ultrafinas, duplamente coradas com acetato de uranilo e
citrato de chumbo foram examinadas num microscépio de transmissao eletrénica LEO
906 a 60 kV do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Federal de Campinas
(UNICAMP).

3.4.Analise Molecular e Filogenética

Para o estudo molecular, os plasmédios foram removidos do tecido hospedeiro
e fixados em etanol PA. O conteudo do plasmodio foi coletado em um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml e o DNA foi extraido usando o kit DNeasy® Blood & Tissue
(Qiagen, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. O produto foi quantificado em

um espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) a 260 nm.

A reacdo em cadeia polimerase (PCR) foi realizada utilizando um volume final
de 25 ul, contendo 10-50 ng de DNA extraido, 0,2 pmol de cada primer, 12,5 pl de

Dream Tag Green PCR Mater Mix e agua, livre de nuclease (Thermo Fisher Scientific
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Inc.) em um termociclador Eppendorf AG 22331 Hamburg (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha). A pequena subunidade do DNA ribossomal - ssrDNA foi amplificado com
os pares de primers ERIB1 (Barta et al., 1997) - ACT1r (Hallett e Diamant, 2001) -
TEDf (Capodifoglio et al., 2015) - ERIB10 (Barta et al. 1997), que amplificaram dois
fragmentos de aproximadamente 1000 e 1200 pares de bases (pb), respectivamente.
Um estagio inicial de desnaturacdo a 95° C por 5 min foi seguido por 35 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 60 s, anelamento a 58°C por 60 s, extensédo a 72°C por 90
s, terminando com uma extensdo estagio de alongamento a 72°C por 5 min. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,0%, corados
com Sybr safe e analisados por um scanner kasvi. O tamanho dos amplicons foi
estimado por comparagdo com um DNAladder de 1 kb (Invitrogen by Life
Technologies, CA, EUA).

Os produtos de PCR foram purificados com QIAquick® Purification Kit (Qiagen)
e, em seguida, foram sequenciados usando os mesmos pares de primers que foram
usados no estagio de amplificacdo, além dos primers MC5 e MC3 (Molnér et al., 2002)
com o BigDye® Terminator. Kit de Sequenciagcdo de Ciclo v3.1 (Applied
BiosystemsTM, Foster City, CA, EUA) em um analisador de sequenciamento de DNA
ABI 3730 (Applied BiosystemsTM Inc.).

Uma pesquisa padrdao BLAST (blastn) de nucleotideo foi conduzida para
verificar a similaridade das sequéncias obtida neste estudo com outras sequéncias
disponiveis no banco de dados do GenBank (Altschul et al., 1997). As sequéncias de
nucleotideos foram alinhadas utilizando o ClustalW no BioEdit versdo 7.0.9.0 (Hall,
1999). A analise filogenética foi realizada usando o método de méaxima
verossimilhanca (ML) do programa PhyML 3.0 via servidor online (http://www.atgc-
montpellier.fr/phyml/) (Guindon et al., 2010). A analise do bootstrap (1000 réplicas)
utilizando o modelo evolutivo GTR+I+G foi empregada para avaliar a robustez relativa
da analise. A arvore resultante foi visualizada com o FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2008).
Apenas valores de bootstrap acima de 50 foram considerados bem suportados. Os
dados para a familia de peixes hospedeiros foram obtidos de Froese e Pauly (2013).
Outros alinhamentos, incluindo o alinhamento das espécies de mixosporideos
agrupadas no mesmo clado ou sub clado com a espécie de interesse na arvore
filogenética, foram concluidos para produzir matrizes de similaridade de pares usando
0 MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016).
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4. Resultados

O presente estudo descreve, com base na morfologia, morfometria, histologia,
ultraestrutura e sequenciamento do gene ssrDNA, trés novas espécies de
mixosporideos (Henneguya sp. 1, Henneguya sp. 2, e Myxobolus sp. 1) parasitando
lambari-do-rabo-amarelo como peixe de producdo. Para Henneguya sp. 1 foram
realizados estudo moleculares, histologico e morfométrico; enquanto para Henneguya
sp. 2 foram realizados estudos ultra estrutural, histologico e morfométrico e Myxobolus

sp. 1 foram realizados apenas estudos moleculares e morfométrico.

De um total de 60 espécimes de A. lacustris coletados, 16,6% apresentaram
infeccdo por Henneguya sp. 1 nas branquias, 6,6% apresentaram infeccdo por
Henneguya sp. 2 nas nadadeiras, e 1,6% apresentaram infeccao por Myxobolus sp. 1

nas nadadeiras.

Tabela 1. Prevaléncia de infeccdo por mixosporideos em lambari-do-rabo-amarelo
produzido no estado de Sao Paulo.

Parasitos e sitios Viveiro 1 Viveiro 2 Total
de infeccéo

Henneguya sp.1 23,3 (7/30) 10 (3/30) 16,6 (10/60)
(Branquia)

Henneguya sp.2 6,6 (2/30) 6,6 (2/30) 6,6 (4/60)
(Nadadeira)

Myxobolus sp. 1 - 3,3 (1/30) 1,6 (1/60)
(Nadadeira)
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4.1.Descricdo das espécies

4.1.1. Henneguyasp.1

Plasmddios brancos e alongados, foram encontrados nos filamentos branquiais
de A. lacustris. Estes plasmodios estavam repletos de mixosporos elipsoidais em vista
frontal, medindo 15,4 — 24,3 (21,1 £ 1,9) um de comprimento total; 8,62 — 12,15 (10,6
+ 0,8) um de comprimento corporal; 3,2 — 5,8 (4,0 £ 0,5) um de largura e 7,81 — 12,72
(10,2 £ 1,4) um de processo caudal. Os mixosporos foram biconvexos em vista lateral,
medindo 1,47 — 4,96 (3,7 £ 0,9) um de espessura e apresentaram valvulas simétricas.
As cépsulas polares foram alongadas e de tamanho igual medindo 3,0 — 5,1 (3,9 £
0,5) um de comprimento e 1,0 — 2,0 (1,5 £ 0,3) um de largura (Tabela 2). As capsulas
polares ocuparam metade do corpo do mixosporo e as extremidades anteriores foram
adjacentes (Fig. 2A-B).

Prevaléncia: 10 espécimes infectados de 60 examinados (16,6%).

Sitio de infec¢éo: filamento da branquia.

Hospedeiro: Astyanax lacustris: Characiformes

Localidade: Municipio de Buritizal, Sdo Paulo (Piscicultura: viveiro 1 e viveiro 2)

~——— ——

A.

o/

Figura 2. Mixosporos de Henneguya sp. 1 encontrado nos filamentos de branquia de
Lambari. A: Fotomicroscopia. Barra: 10 um. B: Desenho esquematico. Barra: 10 pm
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A analise histopatologica das branquias de A. lacustris revelou a presenca de
varios plasmédios na regido mediana e distal do filamento da branquia (Fig. 3A). A
localizacéo especifica dos plasmoédios de Henneguya sp. 1 foi o tecido conjuntivo sub-
epitelial do filamento. O desenvolvimento do plasmodio nessa regido causou
compressao, fusdo e desorganizacao lamelar (Fig. 3B). Nao foi observado infiltrado

inflamatorio e os plasmaodios ndo foram envolvidos por capsulas de tecido conjuntivo.
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Figura 3. Fotomicrografia de cortes histolégicos de filamento de branquia de
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) infectado por Henneguya sp. 1. A:
Note a presenca de varios plasmédios (setas) infectando os filamentos (f). Barra:
200 um. B: Ampliacdo de A mostrando o desevolvimento do plasmédio (P) no
tecido conjuntivo subepitelial (seta larga preta) do filamento. Observe compressao
e fuséo lamelar devido ao crescimento do plasmaodio (seta transparente). Barra: 20

pm.
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Andlise molecular, baseada no sequenciamento da ssrDNA a partir de
mixosporos de Henneguya sp. 1 obtido da branquia de A. lacustris, resultou em uma
sequéncia de 1804 pb que nao corresponde a nenhuma outra disponivel no GenBank.
De acordo com a pesquisa BLAST, Henneguya sp.1. apresentou maior similaridade
genética com H. guadunensis. A matriz de dissimilaridade realizada para Henneguya
sp. 1 e as demais espécies de Henneguya agrupadas no mesmo subclado mostrou H.
guaduensis (Vieira et al., 2019) e H. loretoensis (Mathews et al., 2017) como as
espécies mais proximas, apresentando ambas uma divergéncia genética de 6,5%
(Tab. 4).

Observagdes taxondmicas:

Comparado com outras espécies de Henneguya parasitos de Characiforme,
Henneguya sp. estudado por Manrique et al. (2017) apresentou morfologia,
comprimento total, comprimento dos mixosporos, comprimento e largura das capsulas
polares, localidade e cultivo semelhantes a Henneguya sp. 1. Porém, estes se diferem
em largura dos mixosporos, comprimento da cauda e sitio de infecdo. Henneguya
rotunda (Moreira, Adriano, Silva, Ceccarelli e Maia., 2014) também exibe morfologia
dos mixosporos semelhante a de Henneguya sp. 1, mas seus mixosporos, bem como
suas estruturas internas sdo maiores. Eles também diferem em relacdo ao sitio de
infeccdo e localidade (Tabela 02). Em relacdo as espécies mais préximas
geneticamente, H. guaduensis e H. loretoensis apresentam 6,5% de diferenca para
Henneguya sp. 1. Do ponto de vista morfologico, estas espécies apresentam todas as

medidas dos mixosporos maiores que aquelas da espécie aqui estudada.

Poucos estudos sobre a infeccdo por mixosporideos e a relacdo parasito-
hospedeiro foram realizados para lambari-do-rabo-amarelo de cultivo, porém, Milanin
(2018), em lambaricultura localizada no Mato Grosso do Sul, relatou infecdo por H.
chydadea nas branquias dos peixes cultivados, apresentando uma prevaléncia de 28,
1% (9/32). Apesar deste parasito acometer a mesma espécie de hospedeiro foco
deste estudo, e sitio de infeccdo semelhante, eles se diferenciam morfologicamente,
apresentando tamanho e medidas internas menores, exceto para o tamanho do

comprimento da capsula polar.
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4.1.2. Henneguya sp. 2

Plasmodios brancos, com formato elipsoidal encontrados na nadadeira de A.
lacustris. Estes plasmoédios estavam repletos de mixosporos elipsoidais em vista
frontal, medindo 32,2 — 37,4 (34,9 £ 1,5) um de comprimento total; 12,3 - 17,4 (15,7 £
1,3) um de comprimento corporal; 5,2 -9,1 (6,7 £ 1,1) um de largura e 16 — 23,6 (19,3
+ 1,7) um de processo caudal. Os mixosporos foram biconvexos em vista lateral,
medindo 4,6 — 5,9 (5,3 + 0,4) um de espessura, apresentaram valvulas simétricas, os
processos causais apresentam pontas rombas, terminando abruptamente e aparecem
unidos até as extremidades. As capsulas polares foram alongadas e de tamanho igual,
medindo 6,0 — 9,2 (7,9 £ 0,8) um de comprimento e 1,8 — 2,8 (2,2 £ 0,2) um de largura
(Tab. 2), ocuparam mais da metade do corpo do mixosporos e as extremidades
anteriores foram adjacentes (Fig. 4 A-B).

Prevaléncia: 4 espécimes infectados de 60 examinados (6,6%).
Sitio de infec¢cdo: Nadadeira.
Hospedeiro: Astyanax lacustris: Characiformes

Localidade: Municipio de Buritizal, S&o Paulo (Piscicultura: viveiro 1 e viveiro 2)
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Figura 4. Mixosporos de Henneguya sp. 2 encontrado na nadadeira de Lambari do
rabo amarelo. A: Fotomicrografia. Barra: 10 um. B: Desenho esquematico. Barra: 10

um.

A analise em microscopia de luz de corte semi-fino da nadadeira infectado por
Henneguya sp. 2 revelou o desenvolvimento do plasmdédio no tecido conjuntivo das
nadadeiras (Fig.5 A-B). N&o foi observado infiltrado inflamatorio e o plasmaddio néo foi

envolvido por capsula de tecido conjuntivo.

Figura 5. Fotomicrografia de corte semi fino de nadadeira de lambari infectado por
Henneguya sp. 2. A — Plasmodio (P) de Henneguya sp. 2. Tecido conjuntivo da
nadadeira do hospedeiro (H), Parede do plasmaodio (seta). Barra: 20 um. B: Ampliacédo
de A mostrando o desenvolvimento do Plasmddio (P) no tecido conjuntivo (tc) da
nadadeira do Hospedeiro (H). Observe o ectoplasma (ec) na periferia do plasmadio,
abaixo da parede plasmodial (seta larga), e estagios avancados de desenvolvimento
de mixdsporos (setas finas) na regidao central do plasmédio. Barra: 10 um.

71

Caunesp



Mestranda Yvana Melyssa Mandu Margarido Orientadora Fabiana Pilarski

A analise ultra estrutural mostrou varias projecdes da parede do plasmodio em
direcdo ao tecido do hospedeiro (Fig. 6A). No ectoplasma, regido periférica préxima a
parede do plasmaodio, foram observadas numerosas mitocéndrias e algumas vesiculas
(Fig. 6B). Logo abaixo, observa-se nucleos de células generativas e nas regiées mais
profundas do plasmaédio pode se observar mixdsporos maduros com capsulas polares

e filamento polar (Fig. 6A e C).

Figura 6. Eletromicrografia de nadadeira de lambari infectado por Henneguya sp. 2. A
— Interface parasito-hopedeiro mostrando a parede do plasmédio com vérias
projecdes (seta larga vazia) em direcéo ao tecido do hospedeiro (H). Na periferia do
plasmaddio (P) sdo observados numerosos nucleos de células generativas (ncg). Mais
internamente sdo observados mixdsporos em diferentes estagios de desenvolvimento
(m) e mixésporos maduros (mm) com capsulas polares (cp). Barra: 2 um. B —
Ampliacdo de A mostrando projecfes da parede do plasmodio (seta larga vazia),
numerosas mitocéndrias (m) e algumas vesiculas (v) no ectoplasma (ec), e nucleo de
célula generativa (ncg) na porcao mais profunda do plasmédio (P). Barra: 1 um. D —
Duas capsulas polares (cp) com filamento polar interiorizado (setas). Barra: 500 nm.
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Observacdes taxondmicas:

Comparado com outras espécies de Henneguya parasitos de Characiforme,
Henneguya sp. 2 apresentou morfologia semelhante a H. pellucida (Adriano et al.,
2005). Porém Henneguya sp. 2 difere daquela espécie por apresentar mixosporos
levemente mais longos e mais largos, processo caudal mais curto, maior nimero de
voltas do filamento polar, diferente sitio de infeccdo, hospedeiro e localidade. H.
friderice (Casal et al., 2003) também exibe morfologia semelhante a Henneguya sp. 2.
Mas a espécie aqui estudada apresenta maiores dimensfées no que se refere ao
comprimento total, comprimento e largura dos myxosporos, e dimensdes menores em
relacdo ao comprimento dos processos caudais, comprimento e largura das capsulas
polares, Henneguya sp. 2 também apresenta maior nimero de voltas do filamento
polar, e o sitio de infec¢do, hospedeiro e localidade também sao distintas (Tab. 2).

4.1.3. Myxobolus sp. 1

Plasmaodios brancos e esféricos medindo cerca de 1,0 mm foram encontrados
nas nadadeiras de A. lacustris. Estes plasmodios estavam repletos de mixosporos
ovais em vista frontal, medindo 11,86 — 14,27 (13,2 =+ 0,5) um de comprimento e 8,06
—10,06 (9,11 + 0,4) um de largura. As duas capsulas polares apresentaram o0 mesmo
tamanho e mediram 3,28 — 6,25 (5,4 £ 0,5) um de comprimento e 2,27 — 3,55 (3£ 0,3)
pm de largura. Os filamentos polares apresentaram de 7 a 8 voltas (Tab. 3). As
capsulas polares ocuparam metade do corpo do mixosporo e as extremidades

anteriores foram adjacentes (Fig. 6 A-B).

Prevaléncia: 1 espécime infectado de 30 examinados (3,3%).
Sitio de infeccao: Nadadeira.

Hospedeiro: Astyanax lacustris: Characiformes

Localidade: Buritizal, Sdo Paulo (Piscicultura, viveiro 2).
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Figura 7. Mixosporos de Myxobolus sp. 1 encontrado na nadadeira de Lambari. A:
Fotomicrografia. Barra: 10 um. B: Desenho esquematico. Barra: 10 um.

A andlise molecular, baseada no sequenciamento da ssrDNA a partir de
mixosporos de Myxobolus sp. 1 obtidos das nadadeiras de A. lacustris resultou em
uma sequéncia de 1498 pb que ndo corresponde a nenhuma das sequéncias de
mixosporideos disponivel no GenBank. De acordo com a pesquisa BLAST Myxobolus
sp.1l. apresentou maior similaridade genética com M. batalhensis (Vieira, Alama —
Bermejo, Bartholomew, Abdallah e Azevedo, 2017). A matriz de dissimilaridade
realizada para Myxobolus sp. 1 e as demais espécies de Myxobolus agrupadas no
mesmo subclado de Myxobolus sp. 1 na arvore filogenética revelou M. batalhensis
como a espécie mais proxima, apresentando uma divergéncia genética de 15,5% (tab.
5).

Observacdes taxondmicas

Comparado com outras espécies de Myxobolus parasitos de Characiforme,
Myxobolus sp. 1 apresentou morfologia semelhante a M. umidus (Carriero, Adriano,
Silva, Ceccarelli e Maia, 2013). Porém, Myxobolus sp. 1 difere em relacdo ao menor
comprimento dos mixosporos e maiores dimensdes para todas as demais estruturas,
e ainda maior nimero de voltas do filamento polar, diferente sitio de infeccdo, de
hospedeiro e localidade. M. aureus (Carriero et al., 2013) exibe semelhanca
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morfologica em relacdo a espécie aqui estudada, mas todas as medidas dos
MIiX0Sporos e suas estruturas, com excecdo do comprimento da capsula, sdo maiores
para Myxobolus sp. 1. Diferencas séo observadas também em relagéo aos sitios de
infeccdo, hospedeiros e localidades. Myxobolus batalhensis (Vieira et al., 2017) € o
mais préximo geneticamente de Myxobolus sp. 1, com diferenca de 15,5%. Porém,
apresenta morfologia distinta, com mixosporos mais compridos e medidas menores
para as demais estruturas, além de diferencas para o sitio de infeccdo, hospedeiro e
localidade (tab. 4).

5. Analise Filogenética

A analise filogenética baseada na ssrDNA e utilizando as espécies de
Henneguya e Myxobolus mais préximas aquelas aqui estudadas, de acordo com a
pesquisa BLAST, mostrou a formacao de duas linhagens. Henneguya sp. 1 aparece
em uma dessas linhagens, no subclado composto por espécies de Henneguya e
Myxobolus parasitos de peixes da familia Characidae, Callichthydae, Cichlidae,
Curimatidae e Bryconidae. Enquanto Myxobolus sp. 1 agrupou na outra linhagem, em
um subclado composto por espécies de Myxobolus parasitos de peixes da familia

Characidae, Bryconidae e Bagridae (Fig. 7).
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Myxobolus macroplasmodialis KF296357
Henneguya mystusia EU732603
Henneguya basifilamentalis EU732604
Myxobolus figueirae MG181226
Hennegoides pangasii EU732605
Myxobolus omari EU643624

99 — Myxobolus xiantaoensis KY421105
Myxobolus voremkhai KY229919
Myxobolus sp. 1

55

99)

Myxobolus umidus KF296350

- 98 Myxobolus piraputangae KF296351
g Mxobo/us hilarii KM403404
Myxobolus voremkhai KY229919

Myxobolus aureus KF296348
Myxobolus cf colossomatis KF597017
Henneguya sp. KP030762
99— Henneguya yokoyamai AB693053
Henneguya ogawai AB693050

100~ Henneguya_bulbosus KM000055

5

9l Henneguya sutherlandi EF191200

Henneguya gurlei DQ673465
Henneguya laseeae KX354352
Henneguya adiposa MK253077
Henneguya exilis AF021881
Henneguya ictaluri AF195510
Henneguya mississippiensis KP404438

| Parvicapsula irregularis KF874229
L_Parvicapsula bicornis EF429097

97[5e Henneguya santarenensis MG181225
Myxobolus tapajosi MF193890
100rMyxobolus flavus KF296347

Myxobolus flavus KF296346

100 IF Myxobolus filamentum KJ849240

Myxobolus oliveirai HM754633

Henneguya gilbert MF100855

62I-Ienneguya Jariensis KY751403
Henneguya paraensis KU535882

Henneguya tapajoensis KY751402

Henneguya tucunarei KY751401

Henneguya sp. 1

Henneguya guanduensis MK415825

Henneguya loretoensis MF434827

0.5

100 —Myxobolus batalhensis MF361091
-
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| Bryconidae
l Bagridae

| Pimelodidae
I Pangasiidae
| Ictaluridae
| Bagridae

| Characidae
l Bryconidae
|
1
1
1

Bagridae
Characidae

Bryconidae
Serrassalmidae
Citharinidae
Sparidae
Ictaluridae
Catostomidae

Ictaluridae

Pimelodidae

Bryconidae

Curimatidae

Cichlidae

I Characidae

Callichthydae

Figura 8. Arvore de maxima verossimilhanca, a partir do sequenciamento da SSrDNA,

mostrando a relagéo entre Henneguya sp. 1 e Myxobolus sp. 1 descritos neste estudo

e as espécies de Myxobolidae mais proximamente realatadas baseada na pesquisa

BLAST. Os numeros acima dos nés, indicam niveis de confianca do ramo. Valores

com suporte <50 ndo foram mostrados
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Tabela 2. Dados comparativos de Henneguya sp. 1 e Henneguya sp. 2 com outras espécies de Henneguya parasitos de peixes da
ordem Characiforme. Dimensfes dos mixosporos, sitios de infeccdo e local de coleta sao fornecidos. CCP: comprimento de capsulas
polares; LCP: largura das capsulas polares; NVF: numero de voltas dos filamentos polares; -: sem dados. Todas as medi¢des sdo
min — max (médias £ DP), em um.

) ) Largura
Comprimento  Comprimento Sitio de
Espécie do Espessura Cauda CCP LCP NVF . Hospedeiro Localidade Autor
Total do mixésporo Infeccao
MixOsporo
Henneguya 15,4 -24,3 8,62-12,15 3,2-58 1,47-4,96 (81-12,72 304.51 1,01-2,06 Bra ) Buritizal, SP  Presente
- ranquia
sp. 1 (21,1+£1,9 (10,6 + 0,8) (40+£05) (3,7£0,9 (10,2 + 1,4) (3,9+0,5) (1,5 +0,3) d piscicultura  estudo
Henneguya 32,2-37,4 12,3-17,4 52-9,1 4,6 -5,9 16 — 23,6 6-9,2 1,85-2,85 ] Buritizal, SP  Presente
lal2 Nadadeira o
sp. 2 (349+1)5) (157+13) (6,711 (53%0,4) (19,3+x17) (79+0,8) (2,2+0,2) piscicultura  estudo
] Rio Vital et
H. astyanax (47,8+0,71) (15,2+0,77) (5,720,7) (4,2+0,3) (32,6 £1,1) (5+0,1) (1,5+0,7) 8a9 Branquia
Amazonas  al. 2003
) ) Moreira
) Rio Mogi
H. rotunda 236+1,1 71+0,2 (5,6+£0,2) 3,7+0,1 (16,4+1,2) (3.4+0,2) (1,8%+0,1) 6a7 Nadadeira o et al.
brasiliensis Guagu
2014
o Manrique
Henneguya ) Piscicultura,
21,6 95+0,6 (6,4 £0,5) - (12,1+1,3) (3,2+0,3) (1,404 - Rim _ et al.
sp. mesopotamicus SP
2017
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H. piaractus

H.

intracornea

H. leporini

H. pellucida

H. friderice

H. gilbert

(63,5 + 7,4)

36,5-45,9
(42,4)

28-33

(33,3 1,5)

28,7-39,3
(33.8)

26 — 28,4
(27,2 0,8)

Caunesp

(14,2 £ 1,0)

13-15

(11,4 £ 0,3)

9,6-11,8
(10,4)

11-13,2

(12+0,7)

(4,1+0,3)

59-99
(6,6)

(4,1 +0,4)

48-6,6
(5,7)

49-55
(53+0,3

4,9

3,4-38
(3,6 £0,2)

Orientadora Fabiana Pilarski

(49,4 +7,4)

17,8 - 28,9
(24,2)

15-18

(24,1 + 1,5)

19,1-28,7
(23,3)

15,6 — 18,5
(16,8 £ 0,9)

(6,8 £0,7)

6,9-9,9
(8,5)

(4%0,4)

4,25-5,9
(4,9)

51-5,7
(5,5 +0,3)

(1,6 +0,2)

1,8-39
(2,3)

(1,6 +0,2)

1,59 — 2,62
(2,1)

1,1-15
(1,3+0,2)

8a9

6a’7

7a8

Branquia

Olhos

Ducto

urinario

Cavidade
visceral e

nadadeira
Branquia,
intestino,

figado e

rim

Branquia

P.

mesopotamicus

Astyanax

scabripinnis

Leporinus

mormyrops

P.

mesopotamicus

Leporinus

friderice

Cyphocharax

gilbert

Piscicultura,
SP

Rio Atibaia,

Campnas

Minas

Gerais

Piscicultura,
SP

Rio

Amazonas

Rio Guandu,
RJ
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H. chydadae (18,4 +0,8) (9,5+£2,1) - (2,7+1,9)

Orientadora Fabiana Pilarski

(85+05) (55+1,00 (19+0,5)

Piscicultura, Milanin et

Caunesp
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Tabela 3. Dados comparativos de Myxobolus sp. 1 com outras espécies de Myxobolus parasitos de peixes da ordem Characiforme.
Dimensdes dos mixosporos, sitios de infeccéo e local de coleta séo fornecidos. CCP: comprimento de capsulas polares; LCP: largura
das capsulas polares; NVF: numero de voltas dos filamentos polares; -: sem dados. Todas as medi¢cdes sdo min — max (medias +
DP), em um.

o Comprimento Largura do Sitio de ] )
Espécie o o CCP LCP Voltas . Hospedeiro Localidade Autor
do mixdésporo mixosporo Infeccéo
11,86-14,27 8,06-10,06 3,28-6,25 2:27-3,55 _ Astyanax Buritizal, Presente
Myxobolus sp.1 7a8 nadadeira ) o
(13,2+0,5) (9,11+0,4) (54x0,5) (3+0,3) lacustris piscicultura estudo
) 14.0-15.4 8.0-8.7 5.0-5.5 26-30 ] . o Reginopolis, Vieira et al.
M. batalhensis 6a9 ovario Salminus hilarii .
(152+08)  (85+05) (52+03) (28%0.2) Rio Batalha 2017
i Salminus Carriero et al.
M. aureus 126 £0.5 8.3+£0.3 57+0.3 29+0.2 7a8 figado o Pantanal
brasiliensis 2013
] 10 a . Brycon Rio Séo Naldoni et al.
M. filamentum 9.0+0.3 6.2+04 4.7+0.3 1701 branquia ] ]
11 orthotaenia Francisco 2015
. Astyanax Rio Dantas, Silva et al.
Myxobolus sp. 109+0,4 7,7+0,6 43+0,2 20+£0,2 6a7 branquia )
lacustris MA 2019
39-48 38-47 1,7-25 _ L Azevedo et al.
M. brycon 6,5-7,2(6,9) 8a9 branquia Brycon hilarii Pantanal
(4.2) (4.2) (1,9) 2011
_ 20,5 6,6 9.9 3,8 Paracheirodon _ Camus et al.
M. axelrodi - cérebro ) Brasil
(19.0-21,8) (57-7,9)  (8.0-11.2)  (3.2-4.8) axelrodi 2016
] . 11,4-14,2 i Salminus Rio Sao Naldoni et al.
M. iecoris 7,7-9.9 4,9-7.4 2,3-3,5 8a9 figado ] ]
(12,8 £0,8) franciscanus Francisco 2019
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(8,7 £ 0,6)
M. umidus
13,5+0,7 78+0,4
M. paranensis 12-15 7-8
M.

. 105-12(11) 8-9(8)55
macroplasmodialis

(5,9 % 0,5)

51+04

6-7

4 -5 (4,5)

Orientadora Fabiana Pilarski

(3,0+£0,2)
2,7+0,3 4ab baco
2,5 8all gonada
cavidade
2-3(2,8) 6 )
abdominal

Brycon hilarii

Salminus

maxillosus

Salminus

maxillosus

Pantanal

Rio Mogi
Guacu
Rio Mogi
Guacu

Carriero et al.

2013

Bonneto et al.
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Tabela 4. Matriz de dissimilaridade para ssrDNA de Henneguya sp. 1 e espécies de
Henneguya agrupadas no mesmo subclado da arvore filogenética a partir de um
alinhamento de 903 pares de base. O triangulo superior mostra diferencas de
nucleotideos em relacéo ao numero de bases comparadas. O tridngulo inferior mostra
% de identidade de distancias em pares.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8
1- Henneguya sp. 1 - 57 57 62 85 101 67 79
2- H. guaduensis

6.5 - 56 60 90 101 68 83
MK415825
3- H. loretoensis

6.5 6.4 - 68 91 105 68 85
MF434827
4- H. jariensis KY751403 7.1 6.8 7.7 - 44 102 26 44
5- H. tapajoensis

9.7 10.3 104 5 - 128 36 65
KY751402
6- H. gilbert MF100855 11.5 11.5 12 11.6 146 - 108 119
7- H. tucunarei KY751401 7.6 7.7 7.7 3 4.1 12.3 - 41
8- H. paraensis KU535882 9.0 9.5 9.7 5 7.4 13.6 4.7 -

Tabela 5. Matriz de dissimilaridade para ssrDNA de Myxobolus sp. 1 e espécies de
Myxobolus agrupadas no mesmo subclado da arvore filogenética a partir de um
alinhamento de 1225 pares de base. O triangulo superior mostra diferencas de
nucleotideos em relacdo ao numero de bases comparadas. O triangulo inferior

mostra% de identidade de distancias em pares.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7

1- Myxobolus sp. 1 - 178 205 188 200 201 211
2- M. batalhensis MF361091 15.5 - 179 84 167 175 202
3- M. hilarii KM403404 17.8 15.6 - 185 103 136 235
4- M. aureus KF296348 16.3 7.3 16.1 - 187 183 189
5- M. piraputangae KF296531  17.4 14.5 8.9 16.2 - 126 222
6- M. umidus KF296350 17.5 15.2 11.8 15.9 10.9 - 223

7- M. voremkhai KY229919 18.3 175 20.4 16.4 19.3 194 -

82
Caunesp



Mestranda Yvana Melyssa Mandu Margarido Orientadora Fabiana Pilarski
6. Discussao

Neste estudo, com base na morfologia, morfometria, histologia, ultraestrutura e
sequenciamento do gene ssrDNA, foram descritas trés novas espécies de
mixosporideos infectando A. lacustris de piscicultura localizada no estado de S&o
Paulo, sendo elas: Henneguya sp.l infectando branquia, Henneguya sp. 2 e

Myxobolus sp. 1 infectando nadadeira.

O desenvolvimento de plasmaodios de Henneguya sp. 1 no tecido conjuntivo
sub-epitélial dos filamentos das branquias de A. lacustris resultou em deformacéo das
lamelas, um quadro similar aquele observado por Barassa et al. (2003) em infec¢ao
por H. chydadea. Neste estudo nado foi observado infiltrado inflamatério nas branquias
infectadas por Henneguya sp. 1, assim como observado por outros autores em
descricdes de infeccbes ocasionadas por espécies de Henneguya (Adriano, et al.,
2005a,b; Eiras et al., 2008; Eiras et al., 2009; Feij6 et al., 2008). Embora nao tenha
sido observada infec¢cdo macica por Henneguya sp. 1, as alteracfes histopatologicas
observadas, tais como fuséo e desorganizacao lamelar, indicam que esse parasito é
potencialmente patogénico e que altas cargas parasitarias podem comprometer as
funcdes das branquias, diminuindo a eficacia respiratoria, reduzindo o desempenho

natatorio e consequente mortalidade, levando a perdas econémicas na piscicultura.

O estudo da interacao parasito-hospedeiro, por meio de analise ultraestrutural,
revelou que a parede do plasmddio de Henneguya sp. 2 emite numerosas projecoes
em direcao ao tecido do hospedeiro. A parede plasmodial funciona como um sistema
de transporte de nutrientes, fornecendo 0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento plasmodial através de canais pinociticos (Hallett e Diamant 2001; EI-
Mansy e Bashtar 2002). Projecbes da parede plasmodial estdo relacionadas ao
aumento da superficie de contato do plasmodio com o tecido hospedeiro garantindo
eficiéncia na obtencdo de nutrientes. Tal caracteristica tem sido comumente
observada por outros autores em descricdbes de infeccdo por espécies de
mixosporideos (Adriano et al. 2005; Casal et al. 2006; Rocha et al. 2019; Naldoni et
al. 2009; 2011; 2014; 2015; 2018; 2019). Dados ultra estruturais vem sendo utilizados
como uma importante ferramenta no entendimento da interagcéo parasito-hospedeiro
(Bashtar et al. 2002; Adriano et al. 2005a; Naldoni et al. 2009). Além disso, esta
ferramenta também vem sendo utilizada na caracterizacdo da esporogénese de
mixosporideos (Adriano et al. 20005b; Morris et al. 2010; Azevedo et al. 2011). O
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processo de esporogénese de Henneguya sp. 2 seguiu o padrdo de outras espécies
de mixosporideos ja descritas na literatura, onde o0s estagios iniciais de
desenvolvimento ocorrem na periferia do plasmédio e mixésporos maduros sao
encontrados na regido central (Hallet e Diamant 2001, Casal et al., 2006, Adriano et
al 2005a, 2005b, 2006, Naldoni et al. 2009; 2014; 2018).

Andlise filogenética baseada no ssrDNA e usando espécies de Henneguya e
Myxobolus mais préximas das espécies aqui estudadas, de acordo com a pesquisa
BLAST, mostrou que embora Henneguya sp.1 e Myxobolus sp. 1 infectem 0 mesmo
hospedeiro proveniente do mesmo sistema de criacdo, estas espécies agruparam-se
em clados distintos. Este resultado revela que Henneguya sp. 1 e Myxobolus sp. 1
pertencem a linhagens distintas, fato que mostra trajetérias evolutivas distintas
também observadas por outros autores (Capodifoglio et al. 2016 e Naldoni et al. 2018;
2020). A tendéncia dos mixosporideos em agrupar de acordo com as relacdes

filogenéticas de seus hospedeiros é bem conhecida e discutida (Carriero et al. 2013).

Henneguya sp. 1 e Henneguya sp. 2 mostraram diferencas morfologicas e
morfometricas entre si, e ambas se diferem morfologicamente, morfometricamente e
em caracteristicas biologicas (espécie hospedeira, sitio de infecdo e localidade) as
demais espécies descritas na literatura. Henneguya sp. 1 também apresenta distinta
sequéncia do gene ssrDNA, nao correspondendo a nenhuma Henneguya com
sequéncia disponivel no GenBank. Myxobolus sp. 1 também difere morfologicamente,
morfometricamente e em caracteristicas bioldgicas das demais espécies de
Myxobolus descritas na literatura. Sendo assim, propomos a descricdo de 3 novas
espécies de mixosporideos infectando A. lacustris oriundo de sistemas de criacao do
estado de Sao Paulo. Essa diversidade corrobora estimativa de Naldoni et al. (2011)
que sugere que a diversidade de mixosporideos na América do Sul esta subnotificada,
e sdo ainda escassos 0s estudos de mixosporideos em sistemas de criagdo, e esse

tipo de estudo deve ser estimulado.
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Consideracfes Finais
Este estudo permitiu descrever a presenca de varios parasitos no lambari,

como tricodinideos, monogendides, mixosporideos, nematddeos e dinoflagelados.

Verificou-se a maior prevaléncia por tricodinideos como ectoparasitas e
mixosporideos (Henneguya spp.) como endoparasitos. Além disto, foi realizada a
primeira descricdo de T. heterodentata infestando A. lacustris, assim como descri¢cao
de trés novas espécies de mixosporideos, como Henneguya sp. 1 espécie de parasita
da branquia deste peixe; Hennenguya sp. 2 e Myxobolus sp. 1 infectando a membrana

da nadadeira.

Usualmente infestacBes macicas por parasitos sédo reflexo de manejo sanitario
deficiente que contribui para a deterioracdo do ambiente aquético, tais como o

excesso de matéria organica na agua.

Este estudo vem comprovar a necessidade de acompanhamento dos peixes de
producdo para reduzir a infestacdo de parasitos, principalmente tricodinideos e
mixosporideos, e contribuir com a adog¢do de programas de biosseguridade para
controle parasitario para que tenha um produto final de qualidade para o consumidor.
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