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RESUMO

Neste estudo objetivou-se avaliar a sanidade em pisciculturas através da qualidade da
agua, alteracdes branquiais e identificacdo de espécies flingicas em peixes cultivados no
Maranhdo. Foram coletadas amostras de dgua, 26 peixes para a caracterizagdo das
patologias flingicas em duas pisciculturas (P1 e P2) e 10 peixes para andlise das branquias
em uma piscicultura (P1). Os produtores foram entrevistados a partir de um questionério
semiestruturado para investigar sobre o manejo e a sanidade dos peixes. Foram também
verificados nas pisciculturas por meio do equipamento multiparametro: potencial
hidrogenidnico (pH), temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/l') e condutividade
(uS/cm). A amdnia e o nitrito foram aferidos pelo kit de andlise de dgua (LabconTest). O
pardmetro transparéncia (cm) foi realizado pelo Disco de Secchi. As andlises
microbioldgicas da dgua para determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e Escherichia coli foram realizadas com a utilizacio do método
Colilert®. As branquias dos peixes foram retiradas para andlise de lesdes histologicas e
isolamento fungico. O arco branquial direito de cada peixe foi removido e fixado em
formalina a 10% por 24 a 48 horas, descalcificados em dcido nitrico a 10% e submetidos
ao processamento histolégico de desidratacdo, diafanizacdo, impregnagdo e inclusdo em
parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo (Sum) e os cortes corados com
hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas em microscépio de luz Zeiss. O
isolamento fungico das amostras de branquias e peles dos peixes foi feito em meio de
cultivo BDA (batata-dextrose-dgar) acrescido de clorafenicol. As alteracdes histolégicas
foram avaliadas por meio do célculo do Indice de Alteragdo Histolégica (IAH). Quanto
aos resultados obtidos verificou-se valores de temperatura e pH considerados dentro dos
padrdes recomendados. O oxigénio dissolvido verificado pode ser um fator de estresse
para o peixe, porque foi abaixo do recomendado. Ja a condutividade foi elevada, o que
pode sugerir poluicdo na dgua. O nitrito ficou acima do recomendado. Foi verificada a
presenca de coliformes totais, na dgua. A presenca da bactéria E. coli foi verificada
préoximo do valor de referéncia, indicando possivel contaminagdo fecal da 4gua do viveiro
pela criacdo de animais de pasto proximo do local. Os géneros fungicos isolados foram
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp., fungos produtores de micotoxinas,
principalmente na pele. Nas anélises da histolégicas foram verificadas lesdes branquiais
do estagio I, II e IIl em ambas as coletas, indicando alteracdes moderadas do 6rgao.

Palavras-chave: Micologia. Biopatologia. Microbiologia. Aquicultura.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate health in fish farms through water quality, gill changes and
identification of fungal species in fish farmed in Maranhdo. Water samples were collected
from 26 fish for the characterization of fungal pathologies in two fish farms (P1 and P2)
and 10 fish for analysis of the gills in a fish farm (P1). Producers were interviewed using
a semi-structured questionnaire to investigate fish management and health. The following
were also verified in fish farms using the multiparameter equipment: hydrogenion
potential (pH), temperature (°C), dissolved oxygen (mg/l-1) and conductivity (uS/cm).
Ammonia and nitrite were measured using the water analysis kit (LabconTest). The
transparency parameter (cm) was performed using the Secchi disk. The microbiological
analyzes of the water to determine the Most Probable Number (MPN) of total coliforms
and Escherichia coli were performed using the Colilert® method. The fish gills were
removed for analysis of histological lesions and fungal isolation. The right gill arch of
each fish was removed and fixed in 10% formalin for 24 to 48 hours, decalcified in 10%
nitric acid and subjected to histological processing of dehydration, diaphanization,
impregnation and paraffin embedding. The blocks were cut in a microtome (Sum) and
the sections stained with hematoxylin and eosin. The slides were analyzed under a Zeiss
light microscope. Fungal isolation from fish gills and skin samples was performed in PDA
(potato-dextrose-agar) culture medium plus chlorphenicol. Histological changes were
evaluated by calculating the Histological Change Index (HAI). As for the results obtained,
temperature and pH values considered within the recommended standards were verified.
The dissolved oxygen verified can be a stress factor for the fish, because it was below the
recommended. The conductivity was high, which may suggest water pollution. The nitrite
was above the recommended. The presence of total coliforms in the water was verified.
The presence of E. coli bacteria was verified close to the reference value, indicating
possible fecal contamination of the pond water by grazing animals near the site. The
fungal genera isolated were Aspergillus sp., Penicillium sp. and Rhizopus sp., mycotoxin-
producing fungi, mainly on the skin. In the histological analysis, stage I, I and III gill

lesions were observed in both collections, indicating moderate changes in the organ.

Keywords: Mycology. Biopathology. Microbiology. Aquaculture.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura esta entre as cadeias de produgdo de proteina animal que mais
se destaca, com crescimento rapido nos ultimos anos, contribuindo de forma relevante
para a geracdo de emprego e renda, reduzindo assim, os indices de pobreza e fome no
mundo, de acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura - FAO (2020).

Apesar de possuir nimero rudimentar quando comparado com a China,
Vietnd, India e Indonésia, que sdo grandes produtores aquicolas mundiais, o Brasil é
considerado um dos paises com maior potencial para o desenvolvimento da
aquicultura, por possuir clima favordvel, disponibilidade hidrica, com, 5,5 milhdes
de hectares de lamina d’4gua em reservatdrios publicos, 12% da 4gua doce do
planeta, um litoral de 8.500 km, uma Zona Econdomica Exclusiva-ZEE de 4,5
milhdes de km? e espécies aquaticas de interesse mercadologico (SOUZA et al., 2022).

A Organizacgao das Nacgoes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo (FAO)
estima que a producado total de peixes deve aumentar para 204 milhdes de toneladas em
2030, em relacdo a 2018 houverd um aumento de 15%. A aquicultura expandiu
rapidamente em todo o mundo nos ultimos 50 anos, sendo o setor de producdo de
alimentos com crescimento em média de 5,3% ao ano desde a virada do século (FAO,
2020).

Grande parte da producdo aquicola esta dirigida a mercados estrangeiros
muito competitivos que dependem mais da tecnologia que da mdo de obra humana. A
aquicultura emprega oficialmente 356 mil pessoas na regidao, porém mais de dois milhdes
e 80 mil pessoas se dedicam a pesca (FAO, 2018).

Estima-se ainda que existam mais de 500 mil familias que dependem da
aquicultura de pequena escala para a propria seguranca alimentar e nutricional, e renda
familiar na regido. Sendo fundamental apoiar os pequenos pescadores artesanais da
América Latina e Caribe, ja que nao é apenas a maioria, mas também exerce um papel
chave na vulnerabilidade alimentar da regido e na sustentabilidade do setor pesqueiro
(FAO, 2018).

Infecgdes bacterianas, virdticas, parasitdrias e flngicas sdo consideradas
fatores naturais de morte de peixes. Os surtos de doencas de causa microbioldgica
raramente resultam de um unico fator, sendo, portanto, necessdrias trés condicdes para

que as doengas ocorram, sendo elas: o ambiente favordvel, um hospedeiro suscetivel e
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um agente patégeno. Nesse contexto, os fungos sdo agentes de doengas infecciosas que
contribuem para o aumento da mortalidade de peixes na natureza (MEYER; BARCLAY,
2009).

A nutri¢do inadequada, injdrias fisicas, transporte e manejo em condigdes
inadequadas de temperatura podem favorecer as infec¢des (PERNAMBUCO, 2015). O
controle da 4gua e o manejo adequado da piscicultura sdo praticas indispensdveis para o
sucesso da atividade, a fim de evitar que esses animais sejam acometidos por doencas
causadas por microorganismos. Somado a isso, o conhecimento acerca dos principais
agentes patogénicos € imprescindivel para a ado¢do de técnicas acertadas de controle de
doencas (LOPES, 2012). Alguns estados brasileiros apresentam cadeias de produ¢do em
estdgios mais avangados de estruturacdo, sendo autossustentdveis no que diz respeito aos
insumos bdsicos e na capacidade de beneficiamento, enquanto outros sao menos
competitivos e necessitam de maiores investimentos (BRABO et al., 2016).

Em 2021, o Brasil produziu cerca de 841.000 toneladas de peixes de cultivo,
como peixes nativos, tildpia e outras espécies. Esse resultado representa crescimento de
4,7% sobre a producdo de 2020, que produziu 802.930 toneladas. No Maranhdo, a
comercializacdo de peixes de cultivo sofreu os impactos da pandemia, em 2021. A
producdo também ndo evoluiu em comparagio a 2020, mesmo os produtores mantendo
durante o ano todo os viveiros com peixes em ponto de comercializacdo, eles nao
conseguiram alavancar suas vendas. Como consequéncia desse cendrio, a produ¢do nao
aumentou (queda de 2,5%), como vinha ocorrendo nos ultimos anos (PEIXEBR, 2022).

A cidade de Tutdéia no Maranhdo é destaque na producdo de alevinos, com
5420 milheiros em quantidade e valor de R$ 607,04 de produgdo, sendo o 4° maior
municipio do estado com essa pritica em 2020 e possui essa, como culturas de
subsisténcia predominante para sobrevivéncia das comunidades locais, um dos motivos
para importancia de intervencdes na area (IBGE, 2021).

Assim as hipéteses desse estudo serdo: 1) HO (Hipdtese de nulidade) —
Sanidade de peixes cultivados possivelmente nao € influenciada pelo manejo inadequado,
pela qualidade da agua dos cultivos e das ragdes utilizadas; 2) H1 (Hip6tese alternativa)
— Sanidade de peixes cultivados possivelmente € influenciada pelo manejo inadequado,
pela qualidade da dgua dos cultivos e das ragdes utilizadas.

A identificacdo e caracterizacdo morfoldgica desses géneros flingicos € algo
incomum na drea da piscicultura. A taxonomia de microorganismos e a determinacdo do

tipo especifico de um fungo sdo medidas imprescindiveis para a adocdo de técnicas
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efetivas de manejo de micoses em viveiros de criacdo. Assim, identificar e caracterizar
espécies microbianas de pisciculturas maranhenses se configura como o ponto de partida
para o entendimento da dinamica desses ecossistemas e serve de base para a elaboragdo
de medidas de manejo eficientes em sistemas aquicolas.

Nao existem na literatura, informacoes suficientes acerca da importancia das
doencas e perdas causadas por fungos na piscicultura brasileira, tanto em animais de
producdo como ornamentais. Nesse cendrio, o trabalho de Pinheiro et al. (2015) que
avaliaram a qualidade da 4dgua e a incidéncia de fungos em peixes oriundos de
pisciculturas do municipio de Sao Luis, Maranho, foi um dos pioneiros no tema, sendo
identificadas oito espécies pertencentes aos géneros Acremonium, Rizopus, Mucor,
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, e um género importante
economicamente para a piscicultura, o oomiceto Saprolegnia.

O municipio de Tutéia, bem como todo o estado do Maranhdo, abriga
algumas pisciculturas administradas por pequenos produtores e, além de haver poucos
estudos que avaliaram o controle de qualidade praticado nesses criadouros, também nao
existe qualquer informacao sobre a qualidade sanitéria desses locais de criacdo e muito
menos, sobre a sanidade desses animais.

Dessa forma destacamos que o objetivo geral do estudo foi avaliar a sanidade
em pisciculturas através da qualidade da dgua, alteracdes branquiais e identificacdo de
espécies fungicas em peixes no Maranhdo. Tendo como objetivos especificos: realizar
andlises fisico-quimicas e microbioldgicas da dgua de pisciculturas, analisar possiveis
alteracdes histoldgicas em branquias de peixes e determinar as espécies fungicas nos
cultivos.

Assim, o trabalho foi distribuido em capitulos para melhor estruturagdo da
tematica selecionada. O primeiro capitulo trata da introdugdo, hipétese e objetivos do
trabalho, dando prosseguimento, discorre-se no segundo capitulo sobre o material e
métodos utilizados na pesquisa, enfatizando a caracterizagdo do local da pesquisa,
instrumentos e coletas de dados, processamento das amostras, isolamento dos fungos,
caracterizacdo morfoldgica dos resultados, andlise histopatolégica das branquias dos
peixes coletados e analise das dguas dos cultivos. O terceiro capitulo é apresentado os

resultados através com trés artigos.



18

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Revisao bibliografica referente aos patégenos em peixes

A pesquisa bibliografica envolveu o levantamento de informacdes referentes aos
anos de 2010 a 2020, o que representa informagdes sobre patdgenos em peixes. Foi
realizada uma busca nos bancos de dados do Web of Science, Google Académico,
Pubmed, ASFA, Scopus e SciELO, com os descritores diferentes dependendo dos
patdgenos abordados, da seguinte forma: (i) bacterioses os unitermos ‘“‘aeromonas”,
“flavobacterium”, “flexibacter”, “yersinia”, “edwardsiella”; (ii) monogendides os termos
“monogenea”, ‘“monogenea’”; (iil) crusticeos ectoparasitos os unitermos ‘“‘isopodes”,
“ectoparasitas”, “braquidros”, “argulus”, “dolops”, “Perulernaea”; (iv) para fungos
“doencas fungicas”, “fungo”, “piscicultura”, “saprolegnia’; (v) nematoides “nematoda’;
(vi) protozodrios “protozoa”; e, (vii) virus os termos “virus”, “doencas”. Independentes

2

do patégeno pesquisado foram associadas as palavras + “fish” + “Maranhdo” para limitar
a area de estudo.

Os critérios utilizados para selecdo das pesquisas foram a abordagem do tema
pesquisado restrito ao estado do Maranhdo, artigo completo, publicados nos idiomas
portugués, inglé€s ou espanhol, no periodo de 2010 a 2020.3

Foram obtidos 65 artigos sobre bacterioses, 116 sobre monogenea, 45 sobre
fungos, 13 sobre crusticeos ectoparasitas, um sobre protozodrios, dois sobre
mixosporideos, 50 sobre os nematdides e cinco sobre virus, onde por meio dos critérios
empregados no levantamento bibliografico, e apds a leitura do titulo e resumo para
enquadramento da drea geografica escolhida, foram selecionados 29 trabalhos (oito de
bacterioses, trés de monogeneas, dez de fungos, trés de nematddeos, um de protozodrios,
dois de mixosporideos, nove de ectoparasitas crustaceos e trés de virus); em seguida, este
numero foi reduzido a 12 (quatro de bacterioses, trés de monogeneas, um de fungos, dois
de nematddeos, um de protozodrios, dois de mixosporideos), a partir dos critérios de

exclusdo do trabalho.

2.2 Area de coleta
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O estudo foi realizado em Tutéia (Figura 1), municipio do Maranhdo que
apresenta uma drea territorial de 1.566,080 km?2 (IBGE, 2020). A cidade possui o cerrado
como bioma predominante (IBGE, 2019) e estd localizado na Mesorregido Norte
Maranhense e na Regido de Planejamento dos Len¢6is Maranhenses, préximo ao Delta

do Rio Parnaiba (SANTOS; FERREIRA, 2016).

Figura 1. Mapa da localizago das dreas de estudo nos municipios de Tutéia, MA. 2021.
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Fonte: NUGEO/UEMA, 2021.

As coletas ocorreram em duas pisciculturas localizadas nos pontos de

coordenadas 02° 47°31,17°° S 42° 21° 25,46 W e 02° 45” 34,14°S 42° 17’ 56,41 W
(Figura 2).
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Figura 2. Pisciculturas (P1 e P2) localizadas no municipio de Tutéia — MA, integrantes
do estudo para avaliacao da sanidade de peixes. 2021.

Fonte: Dados originais da pesquisa.

2.3 Coleta de peixes em pisciculturas

As coletas do material para andlise foram feitas em duas pisciculturas
localizadas em pontos distintos em Tutéia. Inicialmente os produtores assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), para serem entrevistados com a
utilizacdo de um questionério semi-estruturado (Apéndice B) para verificar espécies de
peixes de maior interesse econdmico em cada regido, época de maior incidéncia de
doencas e doencas que mais tem afetado a produgdo. Esse estudo foi submetido ao comité
de ética em pesquisas que envolvem seres humanos, bem como ao comité de ética em
pesquisa animal pela Universidade Estadual do Maranhdo (Protocolo N° 05/2021) e
também ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (Cadastro N° A6F84A1).

Os resultados dos questiondrios foram categorizados e tabulados utilizando o
Microsoft Oficce 2019. De acordo com os resultados do questiondrio aplicado, as espécies
de peixes de maior interesse foram coletadas com auxilio de tarrafa e pucd,
posteriormente foram depositadas em sacos pldsticos esterilizados e em caixas térmicas

de poliestireno (isopor) contendo gelo.
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Para a coleta das amostras de dgua dos criatérios foram coletadas em frascos
estéreis (500 mL) e o procedimento de coleta constituiu na imersdo dos frascos a uma

profundidade de 80 cm abaixo da superficie, seguido do acondicionadas em gelo.

Figura 3. Coleta das amostras de peixes em criatdrio localizado em Tutéia, MA. 2021.

Fonte: Dados originais da pesquisa.

O material coletado foi transportado para os laboratorios de Microbiologia
pertencente a Universidade Estadual do Maranhdo, UEMA, Campus Sao Luis, para o

processamento das amostras.

2.4 Processamento das amostras

No laboratério de Microbiologia do Curso de Ciéncias Biologicas — UEMA,
0s peixes tiveram a sua pele e brinquias retiradas com o auxilio de pingas, laminas e
tesouras esterilizadas. Em seguida, uma parte do material foi colocada em sacos plasticos
esterilizados e conduzidos para o isolamento e identificagcdo fuingica. A parte restante das
branquias foi encaminhada ao Laboratério de Fisiologia Animal do Curso de Ciéncias

Bioldgicas, UEMA e submetida a anélise histopatoldgica.
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Figura 4. Procedimento de retitadas de amostras biolégicas em peixe da espécie
Oreochromis sp.: A: remogdo de fragmento de pele. B: retirada da branquia.

Fonte: Dados originais da pesquisa

2.5 Analise histopatolégica das branquias dos peixes coletados

Os arcos branquiais direito dos peixes foram encaminhados ao Laboratério
de Fisiologia Animal da UEMA, Sao Luis, Maranhdo, em que foram submetidos as etapas
de clivagem, com objetivo de diminuir o tamanho das amostras de branquias e,
posteriormente, de descalcificacdo em 4cido nitrico a 10% por seis horas. Em seguida, as
amostras foram submetidas ao processamento histolégico, sendo desidratadas em
solucdes de alcodis crescentes (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol,
impregnadas e incluidas em parafina histolégica. Os blocos de parafina foram cortados
em micrétomo em Sum e os cortes corados por Hematoxilina e Eosina. As laminas
histolégicas foram analisadas em microscépio de luz Zeiss, em que foram identificadas
alteracdes histopatoldgicas branquiais.

As alteracdes histoldgicas foram classificadas em trés estagios de severidade
de acordo com Poleksic e Mitrovic - Tutundzic (1994), em que alteracdes de estagio I ndo
comprometem o funcionamento da branquia; de estagio II sdo mais severas e prejudicam
o funcionamento normal do 6rgdo; e de estdgio III consideradas muito severas e
irreversiveis.

As alteragdes histologicas foram avaliadas semiquantitativamente para cada
peixe, através do Indice de Alteracdo Histolégica (IAH), de acordo com Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994), usando a formula IAH =1 x ZI + 10 x X II + 100 x X III, em
que L, IT e III, correspondem, respectivamente, as alteracdes de estdgio I, Il e III. O valor

médio do IAH por coleta foi classificado em cinco categorias: 0-10 = indica
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funcionamento normal da branquia; 11-20 = indica altera¢do leve do 6rgio; 21-50 =
indica alteracdo moderada do 6rgdo; 51-100 = indica alteracdes severas no 6rgao; >100
= indicam alteracdes irrepardveis no 6rgao (POLEKSIC; MITROVIC — TUTUNDZIC,
1994).

2.6 Analise da agua dos cultivos

As andlises fisico-quimicas da dgua foram realizadas in loco utilizando
equipamento multiparametros e foram avaliados: temperatura (°C), pH, oxigénio
dissolvido (mg.L.'!) e condutividade (uS/cm). Além disso, foi realizada a anélise de
amoOnia (mg/L) e nitrito (ppm) que foi feito através de um kit de andlise de dgua
(LabconTest).

Para verificar a transparéncia (cm) da 4gua que permite indicar a
concentracdo da populacdo planctonica (fitoplancton e zooplancton), foi utilizado o
instrumento denominado Disco de Secchi.

A metodologia para a determina¢do do nimero mais provdvel de coliformes
totais e Escherichia coli, fol o teste do substrato enzimdtico cromogénico (ONPG) e
fluorogénico (MUG), que quantifica simultaneamente C. totais e E. coli (APHA, 2005).

De cada amostra colhida, 90 mL de 4gua foi vertido em frascos esterilizados
contendo o meio de cultura a base de sais e fontes de carbono e nitrogénio e dois nutrientes
especificos: orto-nitrofenil B-D-galactopiranisideo (ONPG) para diferenciacdo dos
organismos que apresentam as enzimas de fermentacao lactose -galactosidase, que sdao
os Coliformes totais e o 4-metilumbeliferil-B-D-glicuronidase (MUG), para diferenciacao
de E. coli, que apresenta a enzima B-glicuronidase. Em seguida, o meio foi distribuido
em cartelas Quanti-Tray que foram seladas e incubadas em estufa bacterioldgica a 35+/-
0,5 °C, por 24 horas. As amostras coliformes positivas foram detectadas visualmente pelo
aparecimento de coloracdo amarela no meio de cultura e apds contagem dos cubos
amarelos a interpretacdo do NMP em tabela de conversdo propria. A presenga de E. coli
foi observada pela fluorescéncia quando exposta a luz UV de 6 w, ondas longas de 365nm

e o NMP foi interpretado de forma semelhante ao realizado para coliformes.

2.7 Isolamento dos fungos
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O isolamento do tecido coletado foi realizado segundo metodologia adaptada
de Menezes e Assis (2004), Tartor et al. (2018), Nascimento et al. (2019). Dessa forma,
fragmentos da pele e branquias dos peixes amostrados foram desinfestados por imersao
em solugdo de etanol 70% por 15 s, seguida de uma solugdo de hipoclorito de s6dio na
concentracgdo 3:1 (v/v) por 15 s e finalmente, em dgua destilada e autoclavada, por 30 s.
Ap0s o ultimo passo, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio
de cultivo BDA (batata-dextrose-dgar) com cloranfenicol. Estas foram incubadas em
camaras tipo B.O.D. (Biological Oxygen Demand), ajustada para gerar uma temperatura

de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 h.

Figura 5. Procedimento de verter meio de cultura BDA.

Fonte: Dados originais da pesquisa

Com o crescimento de estruturas miceliais provenientes do patégeno, as
coldnias dos fungos foram codificadas e as culturas puras preservadas em tubos de ensaio,
contendo meio de cultivo BDA, sendo preservadas em refrigeracdo de 5 °C. Além da
preservacdo em dgua destilada, chamada de Método de Castellani (CASTELLANI, 1939
apud FIGUEIREDO, 1967) que consiste em armazenar pequenos discos
(aproximadamente 6 mm) do fungo com o meio BDA em tubos de Eppendorf contendo,
aproximadamente, 0,8 mL de dgua destilada esterilizada e autoclavada em camara de

fluxo laminar. Apds a transferéncia da cultura para o tubo, esse € fechado com sua tampa
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prépria hermética e com papel filme pvc previamente esterilizado, o que também evita a
perda de dgua (NETO et al., 2019). Esse método tem com finalidade tombar as colonias

na micoteca da UEMA.

Figura 6. Conservacdo em dgua destilada estéril.

Fonte: Dados originais da pesquisa.

2.8 Caracterizacao morfolégica dos isolados

Para os estudos morfoldgicos, os isolados foram corados com azul de Amann

para que as estruturas fossem examinadas microscopicamente em laminas quanto a
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presenca de blastosporos, hifas, pseudo-hifas, clamidosporos e artrésporos, adotando a

metodologia de Tartor et al. (2018).
2.9 Tombamento das amostras

No Laboratério de Biodiversidade Molecular (LaBiMol) da UEMA foi
realizado o processo de tombamento e alguns espécimes de peixes serdo depositados

como vouchers para estudos morfolégicos futuros.

Figura 7. Materiais utilizados para tombamento.

Fonte: Dados originais da pesquisa.
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3. RESULTADOS

Os resultados desta disserta¢do serdo apresentados em trés artigos. O primeiro
artigo refere-se a uma revisdo bibliografica que envolve o levantamento de informacdes
referentes aos patégenos em peixes. No segundo artigo, anseia-se mostrar os resultados
das andlises fisico-quimica e microbioldgica da dgua coletada nos criatérios juntamente
com as alteragdes branquiais encontradas nos peixes. No terceiro artigo, almeja-se
mostrar os resultados referentes aos questiondrios aplicados nas pisciculturas e os tdxons

fungicos identificados a partir de amostras de peles e branquias dos peixes.
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3.1 PATOGENOS EM PEIXES DE AMBIENTES NATURAIS E DE CULTIVO NO
ESTADO DO MARANHAO: UMA VISAO GERAL E PERSPECTIVAS PARA
PESQUISA

Artigo publicado na Revista Research, Society and Development em 17 de junho de

2021
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Patogenos em peixes de ambientes naturais e de cultivo no estado do Maranhao:
uma visao geral e perspectivas para pesquisa

Pathogens in fish from natural and farmed environments in the state of
Maranhao: an overview and perspectives for research

Patégenos en peces de ambientes naturales y de cultivo en el estado de Maranhao:
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RECEBIDO: 19/05/2021 | REVISADO: 26/05/2021 | ACEITO: 03/06/2021 |

Resumo

PUBLICADO: 17/06/2021

ISA ROSETE MENDES ARAUJO NASCIMENTO
E-MAIL: ISABIO@IFMA.EDU.BR

ANTONIO CARLOS FREITAS SOUZA

E-MAIL: JR_BIO2005@YAHOO.COM.BR
LADILSON RODRIGUES SILVA

E-MAIL: LADILSONRODRIGUES341 @ GMAIL.COM
CARINE ALMEIDA MIRANDA BEZERRA

E-MAIL: CARIBIO.UEMA @GMAIL.COM

REBECA RAMOS SOUSA

E-MAIL: BEKA_RRAMOS@HOTMAIL.COM
ALDEANE SOARES DE ABREU

E-MAIL: ALDEANESOARES.ABREU@GMAIL.COM
DENISE DA SILVA SOUSA

E-MAIL: DENISE.SLYV@HOTMAIL.COM

ILKA MARCIA RIBEIRO DE SOUZA SERRA

E-MAIL: ILKA.TT@GMAIL.COM

NANCYLENI PINTO CHAVES BEZERRA

E-MAIL: NANCYLENICHAVES @HOTMAIL.COM
SELMA PATRICIA DINIZ CANTANHEDE

E-MAIL: PATRICIASDC@YAHOO.COM.BR

Na busca pelo conhecimento sobre sanidade de peixes a compreensdo das

interacdes ecoldgicas € fundamental, mas por um longo tempo houve negligéncia nos

estudos sobre os parasitas que os afetam. Os trabalhos com patégenos de peixes no estado

do maranhdo ainda sdo insuficientes e por essa razao este trabalho vem com o objetivo

de realizar um levantamento de pesquisas cientificas desenvolvidas no periodo de 2010 a

2020 sobre os de patdgenos em peixes de ambientes naturais e de cultivo deste estado.

Utilizou-se como estratégias metodoldgicas a busca sistematica por artigos cientificos nas

plataformas Web of Science, Google Académico, Pubmed, Asfa, Scopus e Scielo, no

periodo compreendido entre 2010 a 2020, com o intuito de reunir informacdes sobre o

topico em estudo. Os resultados foram separados por categoria de agentes etiologicos pela

diversidade de classes e técnicas distintas utilizadas nas pesquisas levantadas. Os dados

obtidos evidenciam que os peixes podem ser acometidos por crusticeos ectoparasitas,



30

bacterioses, nemdtodas, protozodrios, mixosporideos, fungos, monogendideas e virus,
porém no Maranhdo as pesquisas com esses parasitas de peixes ainda sdo incipientes,
neste sentido destaca-se a necessidade de mais estudos sobre sanidade de peixes nesta
regido. Além disso, estudos detalhados sobre o ciclo de vida dos parasitas e suas vias de
transmissao com finalidade de prevenir as infec¢des, bem como a constru¢cao de um plano
de acdo com estratégias de tratamento, controle e preven¢do dessas patologias serdo de
grande relevancia em estudos futuros e ambientalmente sustentdveis.

Palavras-chave: parasitas; doencas; piscicultura; sanidade.

Abstract

In the search for knowledge about fish health, understanding ecological
interactions is essential, but for a long time there was neglect in studies on parasites that
affect them. The work with fish pathogens in the State of Maranhio is still insufficient
and for this reason this work comes with the objective of conducting a survey of scientific
researches developed in the period from 2010 to 2020 on those of pathogens in fish from
natural environments and from cultivation of this state. The systematic search for
scientific articles on the Web of Science, Google Scholar, Pubmed, ASFA, Scopus and
SciELO platforms was used as methodological strategies, in the period from 2010 to
2020, in order to gather information on the topic under study. The results were separated
by category of etiological agents due to the diversity of classes and different techniques
used in the surveys surveyed. The data obtained show that the fish may be affected by
ectoparasitic crustaceans, bacterioses, nematodes, protozoa, myxosporids, fungi,
monogenoids and viruses, however in Maranh@o the research with these fish parasites is
still incipient, in this sense the need for more studies on fish health in this region. In
addition, detailed studies on the life cycle of parasites and their transmission routes in
order to prevent infections, as well as the construction of an action plan with treatment,
control and prevention strategies for these pathologies will be of great relevance in future
studies and environmentally sustainable.

Keywords: Parasites; Diseases; Pisciculture; Sanity.

Resumen
En la busqueda de conocimiento sobre la salud de los peces es fundamental
comprender las interacciones ecoldgicas, pero durante mucho tiempo se descuidé los

estudios sobre los pardsitos que los afectan. El trabajo con patégenos de peces en el estado
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de Maranhao es atn insuficiente y por ello este trabajo nace con el objetivo de realizar un
relevamiento de las investigaciones cientificas desarrolladas en el periodo de 2010 a 2020
sobre las de patogenos en peces de ambientes naturales y de cultivo. de este estado. Se
utiliz6 como estrategias metodoldgicas la bisqueda sistemadtica de articulos cientificos en
las plataformas Web of Science, Google Scholar, Pubmed, ASFA, Scopus y SciELO, en
el periodo de 2010 a 2020, con el fin de recabar informacion sobre el tema en estudio.
Los resultados fueron separados por categoria de agentes etiologicos debido a la
diversidad de clases y diferentes técnicas utilizadas en las encuestas encuestadas. Los
datos obtenidos muestran que los peces pueden estar afectados por crustidceos
ectopardsitos, bacteriosis, nematodos, protozoos, mixosporidos, hongos, monogenoides
y virus, sin embargo, en Maranhio la investigacidén con estos pardsitos de peces es alin
incipiente, en este sentido la necesidad de maés estudios sobre salud de los peces en esta
region. Ademads, los estudios detallados sobre el ciclo de vida de los parasitos y sus vias
de transmision con el fin de prevenir infecciones, asi como la construccién de un plan de
accion con estrategias para el tratamiento, control y prevencion de estas patologias serdn
de gran relevancia en futuros estudios y ambientalmente sustentable.

Palabras clave: Parasitos; Enfermedades; Piscicultura; Cordura.

1. Introducao

De 2011 a 2018 foi constatado um crescimento de 32,85% da aquicultura mundial,
partindo de 61,8 milhdes de toneladas de organismos aquaticos para alcancgar 82,1
milhdes de toneladas respectivamente. Deste total, a producdo de organismos aquéticos
em dguas interiores representou 62,48% da cadeia produtiva, e a aquicultura marinha,
aproximadamente 37,52%. Em 2018, a producdo total de pescado no mundo foi
abastecida por 45,99% proveniente da aquicultura, excluindo-se mamiferos aquaticos,
crocodilos, jacarés, algas e outras plantas aquaticas (Souza & Viana, 2020).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura (FAO, 2019), o Brasil ocupa a 13° posi¢ao no ranking mundial da aquicultura
desde o ano de 2013, sendo considerado o segundo maior produtor aquicola do continente
americano, tendo destaque a piscicultura continental, a carcinicultura marinha e a
malacocultura como os principais ramos da aquicultura brasileira (IBGE, 2020).

Diante deste cendrio no pais, o estado do Maranhdo merece destaque, pois nos

ultimos anos, acumulou crescimento de 86,34%, partindo de uma producio de 24.150

toneladas de peixes no ano de 2016 para alcancgar as 45.000 toneladas em 2019, ganhando
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posicao de destaque na cadeia produtiva nacional (Peixe BR, 2020).

Os peixes nativos dominam o mercado maranhense e desde o ano de 2017
representam mais de 85% da producdo total do estado. Dentre eles, pode-se destacar a
producdo de tambaqui, que em 2018 alcancou 10.736 toneladas, superando as 10.501
toneladas do ano anterior, além dos seus hibridos tambacu e tambatinga, que tiveram
producdo em 2018 de 9.284 toneladas (IBGE, 2020).

Para alcancar tais ndmeros, novas técnicas com ciclos de producao cada vez mais
reduzidos t€m sido desenvolvidas no mundo inteiro, e junto com elas, inimeros
problemas vem aparecendo, principalmente os que dizem respeito a sanidade e bem-estar
animal (Brito et al., 2019), devido ao desequilibrio da triade patégeno-hospedeiro-
ambiente.

A existéncia de fatores predisponentes (estresse, variagdo brusca na temperatura
da 4gua, excesso de amoOnia, alta densidade de estocagem, baixa qualidade de dgua, entre
outros) aliado a introdu¢do de patégenos em uma propriedade livre pode ocasionar um
impacto devastador na criagdo, com morbi-mortalidade elevada, podendo dizimar a
criacdo (Leira et al., 2017a).

Diversos sd@o os grupos de agentes etioldgicos que apresentam importincia na
producdo e comercializacdo de peixes e na saide publica. Entre os principais grupos
destacam-se os dinoflagelados, protozodrios, mixosporideos, monogenéticos, nematdides
e os crustidceos, além de fungos, bactérias e virus que, ao encontrarem condicdes
adequadas, proliferam causando as doencas (Tavechio, Guidelli & Portz, 2018).

Os peixes s@o hospedeiros ideais para uma grande variedade de parasitas, por isso
o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de pesquisa para observagado, extragao e
identificacdo aliadas ao manuseio pratico e a facilidade de acesso a instrumentos de baixo
custo contribui para o desenvolvimento da ciéncia e possibilita descrever melhor o perfil
epidemioldgico e avaliac@o do risco de se adquirir zoonoses (Ferraz et al., 2014).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar levantamento de pesquisas
cientificas realizadas no periodo de 2010 a 2020 acerca de patogenos em peixes do estado

do Maranhao.

2. Metodologia
O presente trabalho € classificado quanto aos fins em pesquisa exploratdria por
ter sido desenvolvida com o objetivo de proporcionar uma visao geral acerca da tematica

e maior familiaridade com a mesma. Quanto a natureza do método em pesquisa quali-
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quantitativa e do ponto de vista dos procedimentos técnicos adotados, em pesquisa
bibliogréfica.

A pesquisa bibliografica envolveu o levantamento de informacdes referentes aos
anos de 2010 a 2020, o que representa informacdes referentes aos patégenos em peixes.
Dessa forma, foi realizada uma busca nos bancos de dados do Web of Science, Google
Académico, Pubmed, ASFA, Scopus e SciELO, com os descritores diferentes dependendo
dos patogenos abordados, da seguinte forma: (i) bacterioses os unitermos “aeromonas”,
“flavobacterium”, “flexibacter”, “yersinia”, “edwardsiella”; (ii)) monogendides os termos
“monogenea”, “monogenea”; (iii) crustdceos ectoparasitos os unitermos “isopodes”,
“ectoparasitas”, “braquitros”, “argulus”, “dolops”, “Perulernaea”; (iv) para fungos
“doengas fungicas”, “fungo”, “piscicultura”, “saprolegnia”; (v) nematéides “nematoda’;
(vi) protozodrios “protozoa”; e, (vii) virus os termos “virus”, “doencas”. Independentes
do patdgeno pesquisado foram associadas as palavras + “fish” + “Maranhdo” para limitar
a drea de estudo.

Os critérios utilizados para selecdo das pesquisas foram a abordagem do tema
pesquisado restrito ao estado do Maranhdo, artigo completo, publicados nos idiomas
portugués, inglés ou espanhol, no periodo de 2010 a 2020.

Foram obtidos 65 artigos sobre bacterioses, 116 sobre monogenea, 45 sobre
fungos, 13 sobre crusticeos ectoparasitas, um sobre protozodrios, dois sobre
mixosporideos, 50 sobre os nematoides e cinco sobre virus, onde por meio dos critérios
empregados no levantamento bibliografico, e apds a leitura do titulo e resumo para
enquadramento da drea geografica escolhida, foram selecionados 29 trabalhos (oito de
bacterioses, trés de monogeneas, dez de fungos, trés de nematddeos, um de protozodrios,
dois de mixosporideos, nove de ectoparasitas crusticeos e trés de virus); em seguida, este
numero foi reduzido a 12 (quatro de bacterioses, trés de monogeneas, um de fungos, dois
de nematddeos, um de protozodrios, dois de mixosporideos), a partir dos critérios de

exclusio do trabalho.

3. Resultados e Discussao
Os resultados foram separados por categoria de agentes etioldgicos pela
diversidade de classes e técnicas distintas utilizadas nas pesquisas levantadas, sendo

resumidos na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Relacdo de agentes etiolégicos, hospedeiros e métodos utilizados para
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identificacdo de trabalhos desenvolvidos no estado do Maranhao no periodo de 2010 a

2020.
Agente etiologico Hospedeiro Método utilizado Referéncia
Peixe Serra
Metodologia convencional (cultura  Ferreira et al.
Aeromonas hydrophila  Scomberomerus S ‘ ‘
+ identificacdo bioquimica) (2014)
brasiliensis
Aeromonas cavie; A. Traira
Metodologia convencional (cultura ~ Guimaraes et
hydrophila e Hoplias S ‘ ‘
+ identificacdo bioquimica) al. (2017)
Salmonella spp. malabaricus
Tambaqui . _
Metodologia convencional (cultura  Santos et al.
Aeromonas Spp. Colossoma ) . ) )
+ identificacdo bioquimica) (2019)
macropomum
Pescada Amarela ) )
Metodologia convencional (cultura  Lopes et al.
Aeromonas hydrophila Cynoscion S ‘ ‘
+ identifica¢ao bioquimica) (2012)
acoupa
Gyrodactylus spp. Traira Metodologia convencional Rodrigues et

Dactylogyrus spp.

Urocleidoides
bulbophallus n. sp.;
Urocleidoides
brasiliensis;

U. cuiabai;

U. malabaricusi e
Constrictoanchoratus

n. gen.

Cosmetocleithrum
berecae;
Demidospermus
osteomystax e

D. tocantinensis

H. malabaricus

Traira

H. malabaricus

Auchenipterus

nuchalis

(identificagdo morfoldgica)

Metodologia convencional

(identificagdo morfoldgica)

Metodologia convencional

(identificagdo morfoldgica)

al. (2017)

Ferreira et al.

(2017)

Cohen et al.
(2020)



Acremonium sp.,
Rizopus sp.,
Mucor sp., Aspergillus
sp., Penicillium sp.,
Fusarium sp.,
Trichoderma sp.,

Saprolegnia sp.

Contracaecum spp.,
Pseudoterranova spp.,

Eustrongylides spp.

Nematoda Rudolphi,
Secernentea Linstow,
Oxyuroidea Cobbold,
Pharyngodonidae
Travassos, Ichthyouris
Inglis; Ichthyouris

nunani n. sp.

Calyptospora

gonzaguensis n. sp.

Myxobolus sp.

Ceratomyxa fonsecai

n. sp.

Tildpia

Tildpia rendali

Tambaqui
Colossoma

macropomum

Traira
Hoplias

malabaricus

Piau-vara
Laemolyta

taeniata |

Curimata
Curimata

acutirostris

Sardinha
Triportheus

angulatus

Lambari
Astyanax aff.

Bimaculatus

Jatuarana
Hemiodus

unimaculatus

Metodologia convencional (cultura

+ identificacdo morfoldgica)

Metodologia convencional

(identificagdo morfoldgica)

Metodologia convencional

(identificagdo morfoldgica)

Caracterizagao morfologica e

molecular

Caracterizagdo morfologica e

molecular

Caracterizagdo morfologica e

molecular
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Pinheiro et al.

(2015)

Rodrigues et
al. (2017)

Cardenas et al.

(2019)

Silva et al.

(2020a)

Silva et al.

(2019)

Silva et al.

(2020b)

Fonte: Autoria prépria (2020).
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Crustaceos Ectoparasitos

Entre os vérios grupos de parasitas de peixes de dgua doce, os crusticeos podem
ser apontados como um dos grupos que causam maior perda econdmica as pisciculturas.
Para Pavanelli, Takemoto & Eiras (2015), as perdas causadas por parasitas e outros
patégenos sdao de cunho econdmico podendo incorrer na faléncia do empreendimento.

De acordo com Pazdiora et al. (2020) o parasitismo por crustidceos conhecidos
popularmente como “vermes-ancora” € um grave problema para peixes dulciaquicolas.
Para os mesmos pesquisadores, a espécie Perulernaea gamitanae causa considerdvel
dano aos tecidos dos peixes parasitados. Segundo Jerdnimo et al. (2012) a Perulernaea,
se fixa na boca e nas branquias por meio de ganchos em formato de ancora localizados
na cabeca do parasito.

Segundo Pazdiora et al. (2020) os estudos referentes a sanidade na piscicultura
sdo incipientes, principalmente de doencgas parasitdrias, tanto sobre agentes causais,
agentes predisponentes e aspectos patolégicos, quanto ao desenvolvimento de protocolos
que estabelecam a infec¢do experimental dos principais parasitos que acometem as
espécies piscicolas. Apesar da sua importancia, no estado do Maranhao até o momento

ndo foram publicados trabalhos com ectoparasitos.

Bacterioses

A maior parte das bactérias que possuem importancia econdmica na piscicultura
¢ considerada como micro-organismo oportunista, que podem ser encontrados na
microbiota dos peixes ou estarem presentes na dgua sem necessariamente desencadear
uma enfermidade (Leira et al., 2017b). Em condi¢des adversas, resultado normalmente
de manejo inadequado ou qualidade de 4gua insatisfatoria, estes microrganismos podem
desencadear sérios problemas no sistema produtivo.

Embora existam indmeras bactérias que infectam peixes, algumas delas merecem
destaque pela frequéncia de ocorréncias em diversas regidoes do pais, destacando-se as
Aeromonas moveis, Edwardsiella spp., Salmonella spp., Flavobacterium columnare e
Streptococcus agalactiae (Leira et al., 2016).

Destes microrganismos mencionados, no estado do Maranhdo, da Silva Lopes et
al. (2012) relataram a presenca de Aeromonas hydrophila em 45,24% das amostras de
pescada amarela, Cynoscion acoupa desembarcadas em Sdo Luis. Ferreira et al. (2014)

relataram A. hydrophila em 15% das amostras de peixe serra, Scomberomerus
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brasiliensis, desembarcados no municipio de Raposa. Guimaraes et al. (2017) também
relataram a ocorréncia das espécies A. cavie e A. hydrophila em 90% dos peixes
analisados, além de Salmonella spp. em 5% das amostras de traira, Hoplias malabaricus,
provenientes de feiras livres do municipio de Sao Bento. E mais recentemente, Santos et
al. (2019) relataram a presenca de Aeromonas spp. em 93,3% dos tambaquis, Colossoma
macropomum provenientes de feiras publicas e supermercados do municipio de Sdo Luis.

Todos os trabalhos isolando bactérias de peixes provenientes do Maranhao
utilizaram apenas metodologias convencionais para isolamento e identificacdo (série
bioquimica), de acordo com as técnicas descritas pela American Public Health
Association (Apha, 2001), ou utilizando autores como Havelaar & Vonk (1988); Majeed,
Egan & Macera (1990).

Estes métodos microbioldgicos sdo amplamente empregados, por outro lado, o
tempo de isolamento e a padronizacdo dos resultados bioquimicos podem se tornar
entraves (Silva et al., 2014). Por estes motivos, o diagndstico molecular tem ganhado
espaco, e dentre as ferramentas utilizadas pode-se destacar a reacdo em cadeia da
polimerase - PCR (Santos et al., 2001) e as técnicas de Polimorfismo de Fragmento de
Restricdo Lento (RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism) do 16S rDNA
(Borrell et al., 1997).

Ja existem protocolos descritos para diagnéstico de micro-organismos utilizando
a PCR (Carvalho-Castro et al., 2010, Oliveira, Veneroni-Gouveia & Costa, 2012; Tsai et
al., 2012). Onde se pode destacar a metodologia proposta por Ye et al. (2013) que além
da amplificacdo de genes de viruléncia, ainda consideram o sequenciamento da regidao
16S rDNA, que pode ser utilizada para a identifica¢do de varias espécies do género, além
da anélise de similaridade entre as linhagens.

Os testes moleculares foram considerados mais especificos do que o método
convencional utilizado para identificacdo de Aeromonas spp. como descrito por Beaz-
Hidalgo et al. (2010) e Silva et al. (2014), que relataram inconsisténcias na identificacao

dessa mesma espécie, quando comparados os métodos convencionais € moleculares.

Nematoda

Os nematoides sdo parasitos comuns nos peixes de dgua doce e a maioria das
espécies necessita de um hospedeiro intermedidrio para completar seu desenvolvimento.
A maioria dos nematodas registrados em peixes pertence as familias Pharyngodonidae,

Cucullanidae, Camallanidae e Anisakidae (Pavanelli, Takemoto & Eiras, 2015).
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Para coleta, fixagcao das espécies de parasitas utilizam-se normalmente os métodos
descritos por Eiras, Takemoto & Pavanelli (2006) e quantificacdo dos parasitos Tavares-
Dias, Martins & Moraes (2001). A identificacdo se d4 por meio de literaturas existentes,
como por exemplo, Moravec (2001) e Thatcher (1991; 2006).

Dentre os trabalhos realizados no estado do Maranhao destacam-se o de Rodrigues
etal. (2017) e o de Céardenas et al. (2019). Rodrigues et al. (2017) pesquisaram os aspectos
parasitolégicos da Traira, Hoplias malabaricus (Bloch 1794) provenientes da Baixada
Maranhense. Os nematddeos obtidos nas amostras de H. malabaricus foram do género
Contracaecum spp., Pseudoterranova spp., Eustrongylides spp. As trairas parasitadas
apresentaram larvas no mesentério, com excecao de um exemplar que estava inserido na
bexiga natatdria. Apds a identificacdo, a conservagao dos nematdides foi feita em dlcool
70° GL com 5-10% de glicerina.

Cardenas et al. (2019) capturaram os espécimes de Laemolyta taeniata (Kner,
1858) (Piau-vara) e de Curimata acutirostris Vari e Reis, 1995 (Curimatd) no Rio
Tocantins, estado do Maranhdo. Os peixes adquiridos foram examinados para parasitas
imediatamente apds a captura. Nos espécimes analisados foram observadas e
identificadas as seguintes espécies de parasitas: Nematoda Rudolphi, 1808 Secernentea
Linstow, 1905 Oxyurida Chabaud, 1974 Oxyuroidea Cobbold, 1864 Pharyngodonidae
Travassos, 1919 Ichthyouris Inglis, 1962 Ichthyouris nunani n. sp.

As enfermidades de peixes com cardter zoondtico devem ser alvo de preocupacdo,
requerendo um maior controle por parte de servigos de fiscalizacdo diminuindo, assim,
as taxas de morbidade e mortalidade nas cria¢des, garantindo a obtencdo do pescado de
boa qualidade, j4 que os parasitas podem infectar todas as partes dos peixes. As
informacdes a respeito dos nematoides em peixes ainda sdo escassas no estado do

Maranhio.

Protozoarios

O filo Protozoa reune diversos organismos evolutivamente distintos que podem
atuar como ecto ou endoparasitos de peixes em todo o mundo, sendo responsaveis por
doencas as quais, por sua vez, podem ocasionar impactos econdmico e social nos
diferentes paises. Apesar dos recentes avangos no campo de diagndstico de doengas em
peixes no Brasil, ainda pouco se conhece sobre a fauna de protozodrios parasitos de peixes
e suas relagdes com o ambiente e hospedeiro (Martins et al. 2015).

Os protozodrios parasitos de peixes de maior importancia zoondtica, pertencem
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aos filos Ciliophora (Tricodina spp., Ichthyophthirius multifilis e Epistylis spp.) e Miozoa
(Piscinoodinium sp.) (Martins et al., 2001; P4ddua et al., 2011; Ishikawa et al., 2016).

Apesar da importancia zoonética dos protozodrios para os peixes, estudos sobre o
grupo no Maranhao, sdo escassos. Apenas um trabalho foi publicado recentemente sobre
protozodrios no estado, onde Silva et al. (2020a), estudaram a coccidiose hepatica em
Triportheus angulatus (Spix & Agassiz, 1829) e descreveram uma nova espécie de
Calyptospora (Apicomplexa: Calyptosporidae) na regido de Imperatriz, Maranhdo. O
trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Limnologia e Ecologia da Universidade
Estadual da Regiao Tocantina do Maranhao (LEL/UEMASUL).

Para identificacdo dos parasitas, foram utilizados protocolos de histologia (Casal
et al., 2007) e andlises moleculares como a PCR (Whipps et al., 2012; Dogga et al., 2015;
Matos et al., 2018).

Mixosporideos

O filo Myxozoa (mixosporideos) constitui-se em um grupo de parasitas abundante
e diverso, comumente encontrado em peixes teledsteos (Acosta et al., 2016). Os principais
mixosporideos causadores de doencas em peixes sdo 0s pertencentes aos ge€neros
Henneguya e Myxobolus (Eiras, 2004).

No Maranhao, foram realizados dois estudos sobre organismos mixosporideos.
Silva et al., (2019), identificaram o género Myxobolus em branquias de Astyanax aff.
bimaculatus na Bacia do Rio Tocantins, provenientes do municipio de Governador Edson
Lobao e o trabalho de Silva et al. (2020b), que descreveram em Estreito e Imperatriz,
Maranhdo. As amostras de mixozodrios de ambos os trabalhos foram coletados e fixados
na solucdo de Davidson para histologia (Videira et al., 2016) e etanol 80% para estudo
molecular.

As andlises morfométricas, histologicas e moleculares seguiram as metodologias
adaptadas por Gunter et al. (2009), Kaur et al. (2016); Whipps et al. (2003); Diamant et
al. (2004) e Adriano & Okamura (2017).

Fungos

Os peixes mantidos em elevada densidade de estocagem em pisciculturas, quando
em produc¢do intensa, inclina ao estresse e a imunossupressao. Essa condic¢ao favorece a
ocorréncia de infec¢des, entre elas, a saprolegniose, cujo agente etiologico € o oomiceto

aquético Saprolegnia sp. Podem ocorrer em ovos, larvas, alevinos além de peixes adultos,
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o que leva ao desenvolvimento de micélio branco ou cinza claro na pele seguida da
multiplicacdo e elongac¢do das hifas (filamentos) formando os tipicos “tufos de algodao”,
podendo ocorrer perda de escamas. Ocorre também nas branquias, facilmente visiveis a
olho nu (Stueland, Hatai & Skaar 2005; Lopes 2012).

Nao existem na literatura, informacdes suficientes acerca da importancia das
doencas e perdas causadas por fungos na piscicultura brasileira, tanto em animais de
producdo como ornamentais. Nesse cendrio, o trabalho de Pinheiro et al. (2015) que
avaliaram a qualidade da 4dgua e a incidéncia de fungos em peixes oriundos de
pisciculturas do municipio de Sdo Luis, Maranhdo, foi um dos pioneiros no tema. Os
exemplares de peixes coletados tiveram as branquias e a pele removidas para o isolamento
de provaveis lesdes, onde foram identificadas oito espécies pertencentes aos géneros
Acremonium, Rizopus, Mucor, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, € um
género importante economicamente para a piscicultura, o oomiceto Saprolegnia.

A metodologia utilizada para identificacdo de fungos nos peixes, as branquias e a
pele foram retiradas com o auxilio de tesoura, pinca e 1aminas esterilizadas. Em seguida,
colocadas em sacos plasticos esterilizados e conduzidas para realizar o isolamento e
identificacdo dos fungos.

A técnica utilizada foi o isolamento em placa contendo meio de cultura batata-
dextrose-dgar (BDA), conforme metodologia utilizada por Menezes &Assis (2004) e, em
seguida, incubados a 25+2°C, em alternancia luminosa (12h de claro/ 12h de escuro).

As colonias dos fungos foram codificadas e as culturas puras preservadas em
tubos de ensaio, contendo BDA, em refrigeracao a 5°C. Na identificacdo foram
considerados os principais géneros fungicos presentes no isolamento e foram utilizadas
laminas e laminulas na preparacdo das amostras. A visualizacio das estruturas fungicas
foi realizada em microscopio Optico de acordo com metodologias propostas por Singh et

al., (1991) e Barnett & Hunter (1972).

Monogenoidea

Entre os parasitos que infectam peixes, os Monogenoidea constituem um grupo
que desempenha papel importante como patdégenos devido ao fato de que afetarem 6rgaos
e tecidos que sdo vitais ao funcionamento normal: as branquias e a superficie do corpo.
Segundo a World Organisation for Animal Health (www.oie.int), a infeccdo em peixes
causada por Gyrodactylus salaris, um ectoparasita viviparo de dgua doce da Familia

7z

Gyrodactylidae e Classe Monogenea, € o Unico agente patogénico deste grupo com


http://www.oie.int/
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notificacio obrigatdria. Esta espécie tem distribui¢do restrita a Europa sendo observados
no salmao do Atlantico ou truta arco-iris selvagens ou de viveiro (Johnsen & Jensen,
1986; Paladini et al., 2009; Rokicka, Lumme & Zietara, 2007; Zietara et al., 2007).

A detec¢do e identificacdo de parasitos monogenéticos € um processo que
geralmente ocorre em duas etapas. Primeiramente os espécimes sdao observados por meio
de um estereomicroscopio (lupa), posteriormente sdo identificados individualmente
usando outros equipamentos e métodos. Para a identificacdo molecular da espécie, os
pesquisadores em geral utilizam o marcador mitocondrial citocromo oxidase 1 (CO1)
(Hansen, Bachmann & Bakke, 2003; Hansen, Bachmann & Bakke, 2007; Meinili et al.,
2004).

No Maranhao, Rodrigues et al. (2017) observaram monogenoideos em Hoplias
malabaricus (Bloch 1794), comumente conhecido como “traira”, obtidos de pescadores
locais da cidade de Sdo Bento e Ferreira et al. (2017) identificaram espécies
monogenoideas também na espécie Hoplias malabaricus capturados no Rio Gurupi.
Adicionalmente, Cohen et al. (2020) registraram a presen¢a de monogenoideos em peixes
da espécie Auchenipterus nuchalis (Spix & Agassiz 1829), popularmente conhecidos
como “mapara”, capturados no Rio Tocantins. Os trés trabalhos citados realizaram a
identificacdo das espécies de parasitos utilizando descri¢cdo morfolégica com auxilio do
microscopio Optico. Cohen et al. (2020) e Ferreira et al. (2017) detalham a identificacao
taxondmica com o uso do corante Tricromo de Gomori para visualizacdo dos Orgaos

internos e o meio de Hoyer para estudo das estruturas esclerotizadas.

Virus

Segundo Essbauer & Ahne (2001) mais de 125 virus foram identificados em
peixes, com identificacdio por meio de técnicas moleculares. As familias
Alloherpesviridae (DNA), Iridoviridae (DNA), Poxviridae (DNA), Nodaviridae e
Rhabdoviridae (RNA) hospedam vdrias espécies que causam doengas em peixes com
altas taxas de morbidade e mortalidade (Gotesman et al., 2013; Whittington, Becker &
Dennis, 2010; Yong et al., 2017).

Maganha et al. (2019) realizaram um estudo em Sdo Paulo (Brasil) com 100
espécimes de peixes ornamentais de 24 espécies diferentes e identificaram o
Megalocytivirus (Maganha et al., 2018). Outro estudo realizado pelos mesmos autores
identificou Lymphocystivirus a partir de um teste realizado com 25 espécimes de peixes

ornamentais brasileiros (Maganha et al., 2019).
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Em ambos os estudos o método utilizado em laboratério para diagnosticar as
patologias virais foi o molecular. No primeiro trabalho as espécies de peixes foram
testadas por PCR para Megalocytivirus, com uma taxa de positividade de 47%. A
reconstru¢do filogenética, baseada no gene da proteina do capsideo principal (MCP),
agrupou todas as amostras em um udnico clado, que mostrou valores de identidade que
variam de 99% a 100% quando comparados entre si. Os autores constataram infec¢io por
Megalocytivirus em algumas espécies de peixes ornamentais no Brasil (Maganha et al.,
2018). No estudo realizado por Maganha et al. (2019) com a utilizacdo de diagndstico
molecular foi detectado apenas uma amostra positiva e seu nucleotideo viral foi agrupada
com sequéncias do gendtipo VII. Este trabalho diferencia-se por ser o primeiro a fazer a
caracterizacdo genética de Lymphocystivirus no Brasil. No entanto, apesar de sua
importancia nio ha relatos de estudos de diagndsticos de doengas virais em peixes no
estado do MaranhZo.

Das classes de patdgenos abordadas, ndo foram encontrados trabalhos de
ectoparasitos e virus no estado do Maranhao para o periodo estudado. No entanto, dentre
os trabalhos de bactérias, nematdides, fungos, protozodrios, myxosporideos e
monogenodides, foi possivel perceber que em 76,92% dos trabalhos realizados no estado
do Maranhdo utilizam apenas técnicas convencionais para identificacdo dos patégenos,
onde os estudos com protozodrio e myxosporideos foram os tnicos a associar as técnicas
de rotina (identificagdo morfoldgica) com achados moleculares.

Estes dados deste trabalho refor¢cam a necessidade de estudos sobre a biologia,
ecologia, patologia e cuidados que se deve ter com agentes patogénicos de peixes em
cultivos e em seus ambientes naturais para descobrir até que ponto as condi¢des do meio

sdo propicias para o desenvolvimento desses agentes.

4. Consideracoes Finais

De acordo com tudo que foi descrito acerca dos patdégenos de peixes, concluimos
que sdo indmeros os agentes causadores de patologias em peixes, dentre eles destaca-se
virus, bactérias, protozodrias, fungos, helmintos, moluscos e crusticeos, todos eles com
capacidade de desencadear sérios problemas econdmicos aos empreendedores do ramo
da piscicultura, contamina¢des nos ambientes naturais dos peixes e mortalidade das
espécies icticas. Este trabalho de revisdo sistemadtica evidencia que pesquisas realizadas
com sanidade de peixes no estado do Maranhdo ainda sdo incipientes, o que gera uma

enorme lacuna cientifica a ser preenchida. Ainda sdo necessarios estudos detalhados do
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ciclo dos parasitas, e as suas vias de transmiss@o, com a constru¢cdo de um plano de ag¢ao
direcionado as estratégias para tratamento, controle e prevengdo destas patologias em
peixes cultivados de 4gua doce, com acOes ambientalmente corretas, garantindo a

producdo e sua sustentabilidade econdmica.

Referéncias

Acosta, A. A., Godoy, A. T., Yamada, F. H., Brandao, H., Paes, J. V. H., Bongiovani, M.
F., Miiller, M. 1., Yamada, P. O. F., Narciso, R. B., & Silva, R. J. (2016). Aspectos
parasitolégicos dos peixes. In R. J. Silva (Org.), Integridade ambiental da represa de

Jurumirim: ictiofauna e relacoes ecologicas. Editora UNESP, pp. 115-192.

Adriano, E. A., & Okamura, B. (2017). Motility, morphology and phylogeny of the
plasmodial worm, Ceratomyxa vermiformis n. sp. (Cnidaria: Myxozoa: Myxosporea).

Parasitology, 144(2), 158—168.

American Public Health Association - APHA. (2001). Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (4" ed.). APHA, 676p.

Barnett, H. L., & Hunter, B. B. (1972). Illlustrated genera of imperfect fungi. Burgess
Publishing Company, 241p.

Beaz-Hidalgo, R., Alperi, A., Bujan, N., Romalde, J. L., & Figueras, M. J. (2010).
Comparison of phenotypical and genetic identification of Aeromonas strains isolated
from diseased fish. Systematic and Applied Microbiology, 33(3), 149-153.
https://doi.org/10.1016/j.syapm.2010.02.002.

Borrell, N., Acinas, S. G., Figueras, M. J., & Martinez-Marcia, A. J. (1997). Identification
of Aeromonas clinical isolates by restriction fragment length polymorphism of
PCRamplified 16S rRNA genes. Journal of Clinical Microbiology, 35(7), 1671-1674.
https://doi.org/10.1128/JCM.35.7.1671-1674.1997.

Brito, J. M., Ferreira, A. H. C., Santana Junior, H. A., Oliveira, A. P. A., Santos, C. H.
L., & Oliveira, L. T. S. (2019). Desempenho zootécnico de juvenis de tildpias do nilo

(Oreochromis niloticus) alimentados com cepas probidticas e submetidos a desafio


https://doi.org/10.1128/JCM.35.7.1671-1674.1997

44

sanitdrio. Ciéncia Animal Brasileira. 20, 1-9. https://doi.org/10.1590/1809-6891v20e-
37348.

Cardenas, M. Q., Fernandes, B. M. M., & Justo, M. C. N. (2019). A New Species of
Ichthyouris inglis, 1968 (Nematoda: Pharyngodonidae) Parasitizing Two Characiform
Fishes from Tocantins River, Maranhdo State, Brazil. Comparative Parasitology, 86(1),

5-9.

Carvalho-Castro, G. A., Lopes, C. O., Leal, C. A. G., Cardoso, P. G., Leite, R. C., &
Figueiredo, H. C. P. (2010). Detection of type III secretion system genes in Aeromonas
hydrophila and their relationship with virulence in nile tilapia. Veterinary microbiology,

144(3), 371-376. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2010.01.021.

Casal, G., Padovan, 1., Matos, E., & Padovan, P. (2007). Morphological and
ultrastructural redescription of Calyptospora serrasalmi Cheung, Nigrelli & Ruggieri,
1986 (Apicomplexa: Calyptosporidae), a parasite found in two new host species of the

genus Serrasalmus. Brazilian Journal Morphology Science, 24, 11-16.

Cohen, S. C., Justo, M. C. N,, Gen, D. V. S., & Boeger, W. A. (2020). Dactylogyridae
(Monogenoidea, Polyonchoinea) from the gills of Auchenipterus nuchalis (Siluriformes,

Auchenipteridae) from the Tocantins River, Brazil. Parasite, 27(4), 1-12.
https://doi.org/10.1051/parasite/2020002.

Diamant, A., Whipps, C. M., & Kent, M. L. (2004). A new species of Sphaeromyxa
(Myxosporea: Sphaeromyxina: Sphaeromyxidae) in devil firefish, Pterois miles
(Scorpaenidae), from the northern Red Sea: morphology, ultrastructure, and phylogeny.

Journal of Parasitology, 90, 1434—1442.

Dogga S. K., BartoSova-Sojkova, P., Lukes, J., & Soldati-Favre, D. (2015). Phylogeny,
morphology, and metabolic and invasive capabilities of epicellular fish coccidium

Goussia janae. Protist, 166(6), 659-676. https://doi.org/10.1016/j.protis.2015.09.003.


https://doi.org/10.1590/1809-6891v20e-37348
https://doi.org/10.1590/1809-6891v20e-37348
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2010.01.021
https://doi.org/10.1016/j.protis.2015.09.003

45

Eiras, J. C. (2004). Aspectos Gerais da Patologia das Parasitoses de Peixes Marinhos. In
M. J. T. Ranzani-Paiva, R. M. Takemoto, & M. A. P. Lizama, Sanidade de Organismos
Aqudticos (1* ed.). Varela, 143-156p.

Eiras, J. C., Takemoto, R. M., & Pavanelli, G. C. (2006). Métodos de estudo e técnicas

laboratoriais em parasitologia de peixes (2° ed.). Eduem. 199 pp.

Essbauer, S., & Ahne, W. (2001). Viruses of lower vertebrates. Journal of Veterinary
Medicine, 48(6), 403-75.

FAO. Food and Agriculture Organization of the United Nations. (2019). Yearbook
Fishery @ and  Aquaculture  Statistics  2017/FAO  annuaire. 108  p.
http://www.fao.org/3/caS5495t/CAS5495T.pdf.

Ferraz, R. R. N., Namba, T. K., Nigro, C. A., Rodrigues, F. S. M., Fornari, J. V., &
Barnabé, A. S. (2014). Comparacdo entre os métodos de extracdo de metacercérias de
Ascocotyle sp (Trematoda: Digenea) dos tecidos de Mugil liza Valenciennes, 1836

(Teleostei: Mugilidae). Ciéncia animal brasileira, 15(3), 354-361.

Ferreira, E. M., Lopes, I. S., Pereira, D. M., Rodrigues, L. C., & Costa, F. N. (2014).
Qualidade microbiolégica do peixe serra (Scomberomerus brasiliensis) e do gelo

utilizado na sua conservacdo. Arquivos do Instituto Biologico, 81(1), 49-54.

http://dx.doi.org/10.1590/S1808-16572014000100009.

Ferreira, K. D. C., Rodrigues, A. R. O., Cunha, J. M., & Domingues, M. V. (2017).
Dactylogyrids (Platyhelminthes, Monogenoidea) from the gills of Hoplias malabaricus
(Characiformes: Erythrinidae) from coastal rivers of the Oriental Amazon Basin: species
of Urocleidoides and Constrictoanchoratus n. gen. Journal of Helminthology, 92(3), 353—
368. https://doi.org/10.1017/S0022149X17000384.

Gotesman, M., Kattlun, J., Bergmann, S. M., & El-Matbouli, M. (2013). CyHV-3: the
third Cyprinid herpesvirus. Diseases of Aquatic Organisms, 105(2), 163-74.


http://www.fao.org/3/ca5495t/CA5495T.pdf

46

Guimardes, L., Santos, A. C., Ferreira, E., Pereira, D., & Costa, F. (2017).
Microbiological quality of trahira fish (Hoplias malabaricus) from Baixada Maranhense,
municipality of Sdo Bento, MA. Arquivos do Instituto Bioldgico, 84, 1-7, €eX142015.
https://doi.org/10.1590/1808-165700x142015.

Gunter, N. L., Whipps, C. M., & Adlard, R. D. (2009). Ceratomyxa (Myxozoa:
Bivalvulida): robust taxon or genus of convenience? International Journal for

Parasitology, 39, 1395—-1405.

Hansen, H., Bachmann, L., & Bakke, T. A. (2003). Variagcdo do DNA mitocondrial de
Gyrodactylus spp. (Monogenea, Gyrodactylidae) populacdes infectando salmdao do
Atlantico, grayling e truta arco-iris na Noruega e na Suécia. International Journal for

Parasitology, 33, 1471-1478.

Hansen, H., Bakke, T. A., & Bachmann, L. (2007). Diversidade de haplétipos
mitocondriais de Gyrodactylus thymalli (Platyhelminthes; Monogenea): a amostragem
geografica estendida no Reino Unido, Polonia e Noruega revela outras linhagens.

Parasitology Research, 100(6), 1389-1394.

Havelaar, A. H., & Vonk, M. (1988). The preparation of ampicillin dextrin Agar for the

enumeration of Aeromonas in water. Letters in Applied Microbiology, 7(6), 169-171.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. (2020). Produ¢do da pecudria
municipal (v.45). https://www.ibge.gov.br/estatisticas/economicas/agricultura-e-

pecuaria/9107-producao-da-pecuaria-municipal.html?=&t=0-que-e.

Jer6nimo, G. T., Tavares-Dias, M., Martins, M. L., & Ishikawa, M. M. (2012). Manual
para coleta de parasitos em peixes de cultivo (E-book). Embrapa, 38p.
https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/935222/coleta-de-

parasitos-em-peixes-de-cultivo.

Johnsen, B. O., & Jensen, A. J. (1986). Infestations of Atlantic salmon, Salmo salar, by

Gyrodactylus salaris in Norwegian rivers. Journal of Fish Biology, 29(2), 233-241.



47

Kaur, H., Attri, R., & Joshi, J. (2016). Molecular identification of a new myxozoan,
Myxobolus dermiscalis n. sp. (Myxosporea) infecting scales of Labeo rohita Hamilton in
Harike Wetland, Punjab (India). International Journal for Parasitology Wildl, 5, 139—
144,

Leira, M. H., Lago, A. A., Viana, J. A., Cunha, L. T., Mendonga, F. G., & Freitas, R. T.
F. (2017%). As principais doencas na criacdo de tildpias no Brasil: revisdo de literatura.

Nutritime Revista Eletronica, 14(2), 4982-4996.

Leira, M. H., Assis Lago, A., Botelho, H. A., Melo, C. C. V., Mendonga, F. G.,
Nascimento, A. F., & Freitas, R. T. F. (2016). Principais infeccdes bacterianas na criagao

de peixes de dgua doce do Brasil — Uma Revisdo. Revista de Ciéncia Veterindria e Saiide

Piiblica, 3(1), 44-59. https://doi.org/10.4025/revcivet.v3il.32436.

Leira, M. H., Reghim, L. S., Ciacci, L. S., Cunha, L. T., Botelho, H. A., Braz, M. S.,
Pereira Dias, N., & Melo, C. C. V. (2017b). Problemas sanitdrios das pisciculturas
brasileiras. PUBVET, 11(6), 538-544.

Lopes, 1. S., Ferreira, E. M., Pereira, D. M., Pereira, L. S., Cunha, M. C. S., & Costa, F.
N. (2012). Pescada amarela (Cynoscion acoupa) desembarcada: caracteristicas

microbioldgicas e qualidade do gelo utilizado na sua conservagdo. Revista do Instituto

Adolfo Lutz, 71(4), 677-684.

Lopes, J. C. (2012). Técnico em agropecudria: piscicultura. EDUFPI, 80 p.
http://pronatec.ifpr.edu.br/wp-content/uploads/2013/06/Piscicultura.pdf.

Lucca Maganha, S. R. D., Cardoso, P. H. M., De Carvalho Balian, S., Almeida-Queiroz,
S. R., Fernandes, A. M., & Sousa, R. L. M. (2019). Detection and molecular

characterization of Lymphocystivirus in Brazilian ornamental fish. Brazilian Journal of

Microbiology, 51(2), 53-535.

Lucca Maganha, S. R. D., Cardoso, P. H. M., De Carvalho Balian, S., Almeida-Queiroz,
S. R., Fernandes, A. M., & Sousa, R. L. M. (2018). Molecular detection and phylogenetic


https://doi.org/10.4025/revcivet.v3i1.32436
http://pronatec.ifpr.edu.br/wp-content/uploads/2013/06/Piscicultura.pdf

48

analysis of megalocytivirus in Brazilian ornamental fish. Archives of virology, 163(8),

2225-2231.

Maganha, S. R. D.; Cardoso, P. H. M.; Balian, S. D.; De Almeida-queiroz, S. R.;
Fernandes, A. M.; De Sousa, R. L. M. (2019). Detection and molecular characterization
of Lymphocystivirus in Brazilian ornamental fish. Brazilian Journal of microbiology. 51

(2), 53-535.

Maganha, S. R. D.; Cardoso, P. H. M.; Balian, S. D.; De Almeida-queiroz, S. R.;
Fernandes, A. M.; De Sousa, R. L. M. (2018). Molecular detection and phylogenetic
analysis of megalocytivirus in Brazilian ornamental fish. Archives of virology, (163)8,

2225-2231

Majeed, K. N., Egan, A. F., & Macera, 1. C. (1990). Production of exotoxins by
Aeromonas spp. at 5°C. Journal of Applied Microbiology, 69, 332-337.

Martins, M. L., Cardoso, L., Marchiori, N., & Padua, S. B. (2015). Protozoan infections
in farmed fish from Brazil: diagnosis and pathogenesis. Brazilian Journal of Veterinary

Parasitology, 24(1), 1-20.

Martins, M. L., Moraes, J. R. E., Andrade, P. M., Schalch, S. H. C., & Moraes, F. R.
(2001). Piscinoodinium pillulare (Schéaperclaus 1954) Lom, 1981 (Dinoflagellida)
infection in cultivated freshwater fish from Northeast region of Sdo Paulo State, Brazil.

Parasitological and pathological aspects. Brazilian Journal of Biology, 61(4), 639-644.

Matos, P. S., Silva, D. T., Hamoy, 1., & Matos, E. (2018). Morphological features and
molecular phylogeny of Hoferellus azevedoi n. sp. (Myxozoa: Myxobilatidae) found in
Chaetobranchus flavescens Heckel, 1840 (Teleostei: Cichlidae) from Marajo Island,
northern Brazil. Parasitology Research, 117(4), 1087—1093.

Menezes, M., & Assis, S. M. P. (2004). Guia pratico para fungos fitopatogénicos.

Impressa Universitdria, 183 p.



49

Meinild, M., Kuuselaa, J., Zietara, M. S., & Lummea, J. (2004). Initial steps of speciation
by geographic isolation and host switch in salmonid pathogen Gyrodactylus salaris

(Monogenea: Gyrodactylidae). International Journal for Parasitology, 34(4), 515-526.

Oliveira, S. T. L., Veneroni-Gouveia, G., & Costa, M. M. (2012). Molecular
characterization of virulence factors in Aeromonas hydrophila obtained from fish.

Pesquisa Veterindria Brasileira, 32(8), 701-706.

Padua, S. B., Martins, M. L., Varandas, D. M., Dias Neto, J., Ishikawa, M. M., & Pilarski,
F. (2011). Tricodinideos: quem s@o e o que podem causar nos peixes. Panorama da

Aquicultura, 21(127), 22-29.

Paladini, G., Ustinelli, A., Fioravanti, M. L., Hansen, H., & Shinn, A. P. (2009). The first
report of Gyrodactylus salaris Malmberg, 1957 (Platyhelminthes, Monogenea) on Italian

cultured stocks of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum). Veterinary

Parasitolology, 165(3-4), 290-297.

Pavanelli, G. C., Takemoto, R. M., & Eiras, J. C. (2015). Parasitologia de peixes de dgua
doce do Brasil. Eduem, 452p.

Pazdiora, B. R. C. N., Souza, R. H. B., Medeiros, S. P., Oliveira, W. I, Silva, E. E., &
Holanda, N. G. M. (2020). Evaluation of the development of the life cycle of the parasite
Perulernaea gamitanae under in vitro and in vivo culture conditions. Brazilian Jounal of

Development, 6(2), 8907-8921.

PEIXEBR. Associacdo Brasileira da Piscicultura (2020). Anudrio PeixeBR da
Piscicultura. Edicdo Texto Comunicagdo Corporativa.

https://www.peixebr.com.br/anuario-2020/.

Pinheiro, C. A. M., Pinheiro, R. S., Santos, W. H. L., Serra, I. M. R. S., & Santos, D. M.
S. (2015). Qualidade da 4gua e incidéncia de fungos em peixes oriundos de pisciculturas

do municipio de Sao Luis, Maranhao. Pesquisa em Foco, 20(1), 53-59.



50

Rodrigues, L. C., Santos, A. C. G., Ferreira, E. M., Tedfilo, T. F., Pereira, D. M., & Costa,
F. N. (2017). Aspectos parasitolégicos da traira (Hoplias malabaricus) proveniente da
cidade de Sao Bento, MA. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia,

69(1), 264-268.

Rokicka, M., Lumme, J., & Zietara, M. (2007). Identificacdo de ectoparasitas
Gyrodactylus em fazendas de salmonideos poloneses por PCR-RFLP do segmento ITS
nuclear do DNA ribossomal (Monogenea, Gyrodactylidae). Acta Parasitologica, 52,
185-195.

Santos, E. J. R., Galeno, L. S., Bastos, L. S., Costa, T. F., Carvalho, I. F., & Costa, F. N.
(2019). Qualidade higiénico-sanitdria de tambaqui (Colossoma macropomum)

comercializado na cidade de Sao Luis — MA. Ciéncia Animal Brasileira, 20(1-12), e-

46537.

Santos, L. R., Nascimento, V. P., Oliveira, S. D., Flores, M. L., Pontes, A. A., Pilotto, F.,
Neves, N., Salle, C. T. P., & Lopes, R. F. F. (2001). Identificacdo de Salmonella através
da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Arquivos Faculdade de Veterindria UFRGS,
29(2), 87-92.

Silva, M. F., Orlanda, J. F. F., Araujo-Costa, M. J., Hamoy, 1., & Matos, E. (2020a).
Hepatic Coccidiosis in Triportheus angulatus Spix & Agassiz, 1829 (Characiformes:
Triportheidae), a Tropical Fish from the Eastern Brazilian Amazon, with the Description
of a New Species of Calyptospora (Apicomplexa: Calyptosporidae). Journal of
Eukaryotic Microbiology, 67(3), 352—-358.

Silva, M. F., Sousa-Henrique, D. D., Messias-Luz, N., Borralho, L. S., Oliveira, J. D.,
Sedeaux-Neto, J. L., & Matos, E. R. (2019). Myxobolus sp. (Myxozoa; Myxosporea)
causing asymptomatic parasitic gill disease in Astyanax aff. bimaculatus (Characiformes;
Characidae) in the Tocantins river basin, amazon region, Brazil. Brazilian Journal of

Veterinary Parasitology, 28(4), 739-743.

Silva, M. F., Carvalho, A. E. F. B., Hamoy, 1., & Matos, E. (2020b). Coelozoic parasite

of the family Ceratomyxidae (Myxozoa, Bivalvulida) described from motile vermiform



51

plasmodia found in Hemiodus unimaculatus Bloch, 1794. Parasitology Research, 119,

871-878.

Silva, A. C. M. M., Nascimento, D. L., Machado, R. Z., & Costa, F. N. (2014).
Caracterizacdo de Aeromonas spp isoladas de amostras de ostras e dgua por métodos

microbioldgico e molecular. Ciéncia Animal Brasileira, 15(3), 362-368.

Singh, K., Danmarks Tekniske Hgjskole., & Frgpatologisk Institut for
Udviklingslandene. (1991). An illustrated manual on identification of some seed-borne
Aspergilli, Fusaria, Penicillia and their mycotoxins. Hellerup: Danish Government

Institute of Seed Pathology and Department of Biotechnology, 133p.

Souza, A. C. F., & Viana, D. C. (2020). Current status of aquaculture in the world:
COVID-19 first impacts. Research, Society and Development, 9(8), 462985798, doi:
10.33448/rsd-v9i8.5798.

Stueland, S., Hatai, K., & Skaar, I. (2005). Morphological and physiological
characteristics of Saprolegnia spp. strains pathogenic to Atlantic salmon, Salmo salar L.

Journal of Fish Diseases, 28(8), 445-453.
Tavares-Dias, M., Martins, M. L., & Moraes, F. R. (2001). Fauna parasitiria de peixes
oriundos de pesque-pague do municipio de Franca, Sdo Paulo, Brasil. I. Protozodrios.

Revista Brasileira de Zoologia, 18(1), 67-79.

Tavechio, W. L. G., Guidelli, G., & Portz, L. (2018). Alternativas para a preven¢do € o

controle de patégenos em piscicultura. Boletim do Instituto de Pesca, 35(2), 335-341.

Thatcher, V. E. (1991). Amazon Fish Parasites. Amazoniana, 11(3), 263-572.

Thatcher, V. E. (2006). Amazon fish parasites. Aquatic Biodiversity in Latin America (2*
ed.). Sofia, 508p.

Tsai, M. A., Ho, P. Y., Wang, P. C., E, Y. J.,, Liaw, L. L., & Chen, S. C. (2012).

Development of a multiplex polymerase chain reaction to detect five common Gram-



52

negative bacteria of aquatic animals. Journal of Fish Diseases, 35(7), 489-495.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2761.2012.01372.x.

Videira, M., Velasco, M., Malcher, C. S., Santos, P., Matos, P., & Matos, E. (2016). An
outbreak of myxozoan parasites in farmed freshwater fish Colossoma macropomum
(Cuvier, 1818) (Characidae, Serrasalminae) in the Amazon region, Brazil. Aquaculture

Reports, 3, 31-34. https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2015.11.004.

Whipps, C. M., Fournie, J. W., Morrison, D. A., Azevedo, C., Matos, E., Thebo, P., &
Kent, M. L. (2012). Phylogeny of fish-infecting Calyptospora species (Apicomplexa:
Eimeriorina). Parasitology Research, 111, 1331-1342. https://doi.org/10.1007/s00436-
012-2969-8.

Whipps, C. M., Adlard, R. D., Bryant, M. S., Lester, R. J., Findlay, V., & Kent, M. L.
(2003). First report of three Kudoa species from eastern Australia: Kudoa thyrsites from
mahimahi (Coryphaena hippurus), Kudoa amamiensis and Kudoa minithyrsites n. sp.
from sweeper (Pempherisy psilychnus). Journal of Eukaryotic Microbiology, 50(3), 215—
219. https://doi.org/10.1111/j.1550-7408.2003.tb00120.x.

Whittington, R. J., Becker, J. A., & Dennis, M. M. (2010). Iridovirus infections in finfish
- critical review with emphasis on ranaviruses. Journal of Fish Diseases, 33(2), 95-122.

https://doi.org/10.1111/j.1365-2761.2009.01110.x.

Ye, Y. W, Fan, T. F.,, L1, H,, Lu, J. F, Jiang, H., Hu, W., & Jiang, Q. H. (2013).
Characterization of Aeromonas hydrophila from hemorrhagic diseased freshwater fishes

in Anhui Province, China. International Food Research Journal, 20(3), 1449-1452.

Yong, C. Y., Yeap, S. K., Omar, A. R., & Tan, W. S. (2017). Advances in the study of

nodavirus. PeerJ Computer Science, 5(5), 1-31.

Zietara, M. S., Rokicka, M., Stojanovski S., Skorkowski E. F., & Lumme J. (2007). Alien
mitochondrial DNA in variant clones of Gyrodactylus salaris indicates a complex hybrid
history in salmonid farms. 7th International Symposium on Fish Parasites.

Parassitologia, 49, 119.


https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2015.11.004
https://doi.org/10.1007/s00436-012-2969-8
https://doi.org/10.1007/s00436-012-2969-8
https://doi.org/10.1111/j.1550-7408.2003.tb00120.x
https://doi.org/10.1111/j.1550-7408.2003.tb00120.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2761.2009.01110.x

53

3.2 QUALIDADE DA AGUA E HISTOPATOLOGIA DE TILAPIAS (Oreochromis
sp.) PROVENIENTES DE CRIATORIOS DO MUNICIPIO DE TUTOIA,
NORDESTE DO BRASIL

Artigo a ser submetido a Revista Aquaculture Research
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QUALIDADE DA AGUA E HISTOPATOLOGIA DE TILAPIAS (Oreochromis
sp.) PROVENIENTES DE CRIATORIOS DO MUNICIPIO DE TUTOIA,
NORDESTE DO BRASIL

Nathdlia Medeiros Guimardes, Rebeca Ramos Sousa, Ingrid Tayane Vieira da Silva do
Nascimento, Ilka Mércia Ribeiro de Souza Serra, Thiago Anchieta de Melo, Natélia

Jovita Pereira, Débora Martins Silva Santos

RESUMO

Neste estudo objetivou-se realizar andlise fisico-quimica, microbioldgica da dgua de
cultivo e alteragdes branquiais encontradas em tildpias Oreochromis sp. criadas em
piscicultura no municipio de Tutéia — Maranhdo. Foram realizadas coletas de amostras
de dgua e verificados in situ o potencial hidrogenidnico, temperatura, oxigénio dissolvido,
condutividade, amonia téxica, nitrito e transparéncia no criadouro peixes para andlise
histolégica das branquias. As andlises microbioldgicas para determinagdo do Numero
Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli foram realizadas através do
método Colilert®. O arco branquial direito de cada peixe foi removido e fixado em
formalina a 10%, descalcificados em dcido nitrico e submetidos ao processamento
histolégico de desidratacdo, diafanizacdo, impregnacao e inclusdo em parafina. Os dados
abidticos e microbioldgicos da dgua da piscicultura indicaram valores de nitrito, O.D.,
condutividade fora das concentracdes recomendadas. Os parametros pH, temperatura,
amoOnia, transparéncia e Escherichia coli estavam dentro dos valores recomendados pela
legislacdo vigente e literaturas citadas. Os peixes apresentaram lesdes branquiais de
levantamento do epitélio respiratdrio, hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo incompleta e
completa de varias lamelas, congestdo vascular, dilatagdo do seio sanguineo, parasitos,
hiperplasia e hipertrofia das células de muco, fusdo completa de todas as lamelas,
espessamento do tecido proliferativo e aneurisma lamelar, indicando que eles estdo
reagindo a estressores dentro da piscicultura.

Palavras-chave: Biopatologia. Microbiologia. Piscicultura. Peixes.

1 INTRODUCAO

A producdo intensa na piscicultura pode favorecer condicdes estressantes para os
peixes, sobretudo devido a grande quantidade de residuos metabdlicos gerados, excesso
de racdes e pouca renovacgao da dgua. A persisténcia dessas condi¢des pode comprometer
processos fisioldgicos importantes e resultar na redugcdo de crescimento, inibicdo da
reproducdo, diminui¢do da resisténcia a doencgas e até levar a morte do organismo

(CECCARELLIET al., 2000; KUBITZA, 2000; BUENO et al., 2015).
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Geralmente, as causas de estresses em peixes sdo inevitdveis de acontecerem,
principalmente quando dizem respeito as condi¢cdes ambientais que estdo sendo
influenciadas no local. Estes fatores sdo visualmente perceptiveis quando sdo refletidos
na homeostasia destes animais, o que podem culminar, consequentemente, em uma
predisposicdo ao ataque de organismos patogénicos, pois deixam eles muito mais
suscetiveis e vulneraveis (DIAS et al., 2008).

A sanidade e bem-estar dos peixes sofre influéncia de vérios fatores que podem
afetar diretamente o seu rendimento e, consequentemente, a producdo destes na
piscicultura. Alguns dos principais impactos encontrados nestes locais estdo presentes,
por exemplo, na forma de fontes de polui¢do e utilizacao de produtos quimicos. As fontes
de poluicdo sdo comumente encontradas ao redor dos viveiros e sdo consideradas
extremamente impactantes aos cultivos (ISHIKAWA et al., 2020).

Peixes utilizados como biomarcadores constituem uma importante ferramenta
prética que podem ser utilizados nas pisciculturas sem interferir na rotina destes locais.
Estes métodos auxiliam, portanto, na obtencdo de respostas sobre a saide destes
organismos, assim como no monitoramento da d4gua onde estes animais estao presentes
(MADI; UETA, 2009, 2012; ISHIKAWA et al., 2016, ISHIKAWA et al., 2020).

Os biomarcadores histopatolégicos, por sua vez, contribuem com informagdes
relevantes sobre o ambiente em que o peixe estd inserido, sendo os érgaos mais utilizados
nesses estudos as branquias, figado e rim, pois sdo Orgdos que estdo diretamente
relacionados a atividades vitais de respiracdao e metabolizacdo (VAN DER OOST et al.,
2003; MARSHALL ADAMS et al., 1992).

Pelas branquias serem 6rgdos sensiveis e eficientes aos contaminantes presentes
no ambiente aqudtico sdo frequentemente utilizadas em andlise histopatologica
(PEREIRA et al., 2020). Sendo assim, as alterac¢des histologicas identificadas no epitélio
branquial provenientes dos estressores ambientais a que 0s peixes estdo expostos, se
constituem como uma das principais respostas bioldgicas obtidas com a utilizacdo desse
orgdo (SOARES et al., 2020).

Garantir a qualidade da 4gua é imprescindivel nas pisciculturas. Para tanto, o
conhecimento dos fatores abidticos relacionados ao estado da dgua destes locais pode
garantir um monitoramento eficaz da produ¢do em cultivo, sendo estes: a temperatura,
transparéncia, oxigénio dissolvido, pH, amdnia téxica e nitrito. Estes fatores podem
fornecer respostas do ambiente aquatico como uma forma de avaliar como ele estéd se

comportando, causas de mortalidade e dificuldades de crescimento da produgdo, por
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exemplo, que interferem de forma decisiva na produtividade do sistema (LEIRA et al.,
2016).

O municipio de Tutdia, bem como todo o estado do Maranhdo, abriga algumas
pisciculturas administradas por pequenos produtores e, além de haver poucos estudos que
avaliaram o controle de qualidade praticado nesses criadouros, também nao existe
qualquer informacdo sobre a qualidade sanitéria desses locais de criagdo.

Diante da importancia econdmica e social da piscicultura aos pequenos
produtores, bem como para regido, o objetivo do estudo consistiu em realizar as andlises
fisico-quimica e microbioldgica da dgua coletada no criadouro juntamente com as
alteracdes branquiais encontrada em uma das principais espécies de peixes criadas em

pisciculturas no municipio de Tutéia — Maranhio.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de coleta

O estudo foi realizado em uma piscicultura localizada no povoado Tutéia Velha,
sob as coordenadas 02°47°31,17°S e 42° 21’ 25,46°°W, municipio de Tutéia, Maranhdo,
Brasil (Figura 1). A regido apresenta uma area territorial de 1.566,080 km?2, possui o
cerrado como bioma predominante (IBGE, 2020) e estd localizado na Mesorregiao Norte
Maranhense e na Regido de Planejamento dos Lenc6is Maranhenses, préximo ao Delta
do Rio Parnaiba (PINTO, 2014).

Na piscicultura estudada, o viveiro apresenta drea retangular, regime extensivo e
realiza atividades de recria e engorda de peixes, sendo eles pertencentes as espécies
Oreochromis sp., Colossoma sp. e Megalops sp., além da criacdo de espécies domésticas
de interesse pecudrio como os bovinos, cultivo de mandioca, acai, manga e a produgdo
de carvao, como as principais atividades desenvolvidas. A propriedade possui trés
estruturas de criadouros, totalizando 750 peixes nos trés viveiros, na qual os produtores
estimam, por ndo terem precisamente o quantitativo, que a densidade de estocagem média

de 2 a 4 espécimes por m? e a fonte de abastecimento de dgua é através de olho d’agua.

Figura 1. Localizacdo geografica do municipio de Tutéia, Maranhdo, Brasil. O ponto

preto indica a localizacio da piscicultura no povoado Tutéia Velha.
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2.2 Coleta e processamento das amostras

Os procedimentos animais foram aprovados pela Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA) (protocolo n°
05/2021). Foram realizadas duas coletas de peixes e duas amostras de 4gua na piscicultura
em estudo nos meses de janeiro (coleta 1) e julho de 2021 (coleta 2), sendo capturados 5
peixes da espécie Oreochromis sp. em cada uma delas com auxilio da rede de arrasto,
totalizando 10 espécimes. Essa espécie foi selecionada pelo maior interesse comercial
que possui na regido.

Ap6s a captura, os animais foram colocados em sacos plésticos esterilizados
e depois em caixas térmicas de poliestireno contendo gelo para anestesia e eutandsia por
choque térmico. Posteriormente, foi retirado o arco branquial direito de cada organismo
como forma de padronizagcdo para andlise histolégica das branquias, com o auxilio de
bisturis, pingas e tesouras esterilizadas. Os arcos foram colocados em formalina a 10%
para fixacdo do material biol6gico, com o objetivo de manter a integridade celular das
amostras.

As amostras de dgua do criadouro foram coletadas em garrafas estéreis e
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armazenadas em caixas térmicas contendo gelo. Para as andlises microbioldgicas,
amostras de dgua foram colhidas em frascos esterilizados (500 mL) com profundidade de
80 cm abaixo da superficie, acondicionadas em caixa de material isotérmico contendo

cubos de gelo.

2.3 Analise histopatolégica das branquias dos peixes

Os arcos branquiais direitos dos peixes foram encaminhados ao Laboratério
de Fisiologia Animal da UEMA, Sao Luis, Maranhdo, na qual foram submetidos as etapas
de clivagem, com objetivo de diminuir o tamanho das amostras das branquias e,
posteriormente, descalcificados em é4cido nitrico a 10% por seis horas. Em seguida, as
amostras seguiram o processamento histologico, sendo desidratadas em solucdes de
alcoois crescentes (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e impregnadas e
incluidas em parafina histolégica. Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo
em Sum e os cortes corados por Hematoxilina e Eosina. As 1aminas histoldgicas foram
analisadas em microscopio de luz Zeiss com as objetivas de 10x e 40x.

As alteragdes histologicas foram classificadas em trés estdgios de severidade de
acordo com Poleksic e Mitrovic - Tutundzic (1994), em que as alteracdes de estdgio I,
nao comprometem o funcionamento da branquia; estagio II, consideradas mais severas e
prejudicam o funcionamento normal do 6rgao; e estdgio III, consideradas muito severas
e irreversiveis.

As lesdes branquiais foram avaliadas semiquantitativamente para cada peixe,
através do Indice de Alteracio Histolégica (IAH), de acordo com Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic (1994), usando a formula IAH=1 x X1 + 10 x X IT + 100 x 2 III, em que I, II
e III, correspondem, respectivamente, as alteragdes de estdgio I, II e III. O valor médio
do TAH por coleta foi classificado em cinco categorias: 0-10 = indica funcionamento
normal da branquia; 11-20 = indica alteracdo leve do 6rgao; 21-50 = indica alteracao
moderada do 6rgao; 51-100 = indica alteracOes severas no 6rgdo; >100 = indicam

alteracOes irreparaveis no 6rgao (POLEKSIC; MITROVIC — TUTUNDZIC, 1994).

2.4 Analise da agua dos criadouros

As andlises fisico-quimicas da agua foram realizadas in loco na piscicultura
utilizando equipamento multipardmetro, onde foram aferidos o pH, temperatura (C°),

oxigénio dissolvido (mg/L) e condutividade (uS/cm). Além disso, foi realizada a analise
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de amoénia téxica (mg/L) e nitrito (ppm) através do kit colorimétrico Labcon Test de
andlise de dgua.

Para verificar a transparéncia (cm) da dgua, que permite indicar a concentragao
da populag¢ao planctonica (fitoplancton e zooplancton), foi utilizado o instrumento Disco
de Secchi.

A metodologia para a determinacdo do niimero mais provavel de coliformes
totais e Escherichia coli foi feita através do teste do substrato enzimdtico cromogénico
(ONPG) e fluorogénico (MUG), que quantifica simultaneamente coliformes totais e E.
coli (APHA, 2005). De cada amostra colhida, 90 mL de 4gua foi vertido em frascos
esterilizados contendo o meio de cultura a base de sais e fontes de carbono e nitrogénio e
dois nutrientes especificos: orto-nitrofenil p-D-galactopiranisideo (ONPG) para
diferenciagdo dos organismos que apresentam as enzimas de fermentacdo lactose f-
galactosidase, que sdo os Coliformes totais e o 4-metilumbeliferil-fB-D-glicuronidase
(MUGQG), para diferenciacdo de E. coli, que apresenta a enzima [B-glicuronidase. Em
seguida, o meio foi distribuido em cartelas Quanti-Tray que foram seladas e incubadas
em estufa bacterioldgica a 35+/-0,50C, por 24 horas.

As amostras de coliformes positivas foram detectadas visualmente pelo
aparecimento de coloracdo amarela no meio de cultura e apds contagem dos cubos
amarelos a interpretacdo do NMP em tabela de conversao propria. A presenca de E. coli
foi observada pela fluorescéncia quando exposta a luz UV de 6w, ondas longas de 365nm

e o NMP foi interpretado de forma semelhante ao realizado para coliformes.

3 RESULTADOS

Os dados abiéticos e microbioldgicos da dgua da piscicultura indicaram valores
de nitrito, O.D., condutividade fora de concentragdes recomendadas. Os parametros pH,
temperatura, amonia toxica, transparéncia e E. coli evidenciaram valores recomendados
por legislacdo brasileira vigente e literaturas citadas (Tabela 1).

Na piscicultura em estudo, foi possivel identificar que o local possui pouca
renovacdo da dgua. Além disso, foi relatado pelo proprietario do criadouro que este
procedimento ¢é realizado diariamente pelo olho d’agua presente na piscicultura.
Enquanto os residuos e excesso de matéria organica sdo eliminados pelo processo de

bombeamento.
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Nas andlises microbioldgicas da dgua foi observada a presenca de coliformes
totais e de E. coli nas coletas investigadas. No entanto, a piscicultura atendeu aos padrdes
permitidos pela legislacdo vigente, sendo considerada satisfatéria a qualidade da d4gua no

criadouro.

Tabela 1. Dados dos pardmetros abidticos e microbioldgicos da dgua coletada na

piscicultura de Tut6ia, Maranhdo, Brasil.

~ sy Piscicultura
Parametros abioticos e Valores

microbiologicos Coleta 1 Coleta 2 recomendados

pH 7,5 8,0 6,0-9*°
Temperatura (=C) 27.3 28,7 26-30°CP"
Oxigénio Dissolvido (mg.L!) 1,8 2.4 >5,0 mg.L!?
Condutividade (uS/cm) 155,6 528 <100 uS/cm °
Amonia téxica (mg/L) 0 0 <0,05 mg/L ¢
Nitrito (ppm) 0,25 0,25 0¢
Transparéncia (cm) 42 31 30-60°¢
Coliformes totais (NMP*/100 ml) 24.196 24.196 -
Escherichia coli NMP*/100 ml) 84 862 <1.000 f

2CONAMA n° 357/2005; n°430/2011.

PLIMA et al. 2013.

C“HURTADO et al, 2018.

4LABCON TEST.

¢Faria et al. 2013.

fCONAMA n°18/1986; n°357/2005; n°430/2011.
*= Namero Mais Provavel, Método COLILERT.

Nos espécimes de Oreochromis sp. capturados na piscicultura foram observadas
alteracdes histologicas branquiais dos trés estdgios de severidade, sendo elas:

levantamento do epitélio respiratdrio, hiperplasia do epitélio lamelar, fusao incompleta e

completa de varias lamelas, congestido vascular, dilatagdo do seio sanguineo, parasitos,
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hiperplasia e hipertrofia das células de muco, fusdo completa de todas as lamelas,

espessamento do tecido proliferativo e aneurisma lamelar (Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografias de brinquias de Oreochromis sp. capturados na piscicultura
de Tutdia, Maranhdo, Brasil. A- Levantamento do epitélio lamelar (setas); B- congestdes
vasculares (setas) e rompimento do sistema de células pilares (circulos), C - hiperplasia
do epitélio lamelar (*) causando fusdo das lamelas secunddrias; D- hiperplasia e
hipertrofia das células de muco (setas) e dilatacio do seio sanguineo (estrela); E- parasito
(seta) e fusdo completa da lamelas secunddrias; F- Aneurisma lamelar (*), dilatagdo do

seio sanguineo (estrela), levantamento do epitélio lamelar (setas pretas) e hiperplasia do

epitélio lamelar (setas vermelhas). Coloragdao HE. Aumento de 400x.
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As alteracdes histoldgicas de estdgio I hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo

incompleta de vérias lamelas e congestdao vascular foram as mais frequentes (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncias em porcentagem de alteragdes histolégicas em branquias de

Oreochromis sp. capturados na piscicultura de Tutéia, Maranhdo, Brasil.

Alteracoes histologicas em branquias por
estagio de severidade

Frequéncias (%) das alteracoes

Coleta 1 Coleta 2
Estagio I
Hiperplasia do epitélio lamelar 100 100
Fusdo incompleta de vérias lamelas 100 100
Congestao vascular 100 100
Levantamento do epitélio respiratério 80 100
Desorganizagdo das lamelas 80 0
Fusdo completa de varias lamelas 80 33
Dilatacdo do seio sanguineo 80 33
Hipertrofia do epitélio respiratdrio 20 0
Parasito 0 50
Estagio 11
Hiperplasia e hipertrofia das células de muco 20 100
Espessamento do tecido proliferativo 20 20
Rompimento do sistema de células pilares 0 20
Estagio I11
Aneurisma lamelar 20 20

As médias dos Indices de Alteragio Histolégica por coleta foram de 36,4 e 43,2

na coleta 1 e 2, respectivamente, indicando alteragdes moderadas nas branquias.
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4 DISCUSSAO

O potencial hidrogenionico (pH) para viveiros de criacdo da maioria dos peixes,
deve estar entre 6,0 a 9, para que o ambiente seja propicio ao desenvolvimento dos
animais, principalmente para as pds-larvas e os alevinos (SENAR, 2019). Os valores de
pH da piscicultura de Tutéia variaram entre 7,5 e 8,0, sendo considerado neutro com
tendéncia alcalina. Mecanismos de regulacio idnica em peixes sdo ativados por variacdes
no pH da dgua, visando a homeostase € manutencdo da satide (REBOUCAS et al.,
2016). Perturbacdes acido-base no sangue e fluidos corporais podem alterar parametros
metabolicos importantes em peixes, como as concentragdes de glicose, glicogénio e
lactato (BOLNER et al., 2014; GARCIA et al., 2014).

A temperatura da d4gua em pisciculturas se iguala a temperatura do ar e, como os
peixes sdo pecilotérmicos, recebem influéncia de variagdes durante o dia no seu
metabolismo, nas atividades de respira¢do, digestdo, apetite e crescimento, por exemplo
(SENAR, 2019). Por isso, quando mantidos em temperaturas abaixo ou acima do
recomendado, a sanidade e o desempenho sdo lesados. Em peixes tropicais, como
Oreochromis sp. (SCHULTER; FILHO, 2017), para obter bons resultados na producao,
a temperatura da 4gua deve estar entre 26 e 30°C (LIMA et al., 2014 e 2017; SENAR,
2019), valores encontrados nas coletas realizadas na piscicultura do presente estudo,
corroborando com Da Silva et al. (2020) analisando a 4gua em ambientes de pisciculturas,
onde os autores observaram que houve estabilidade térmica no periodo amostrado, sem
mudancas bruscas na temperatura.

A concentragdo de oxigénio na dgua depende diretamente da temperatura, na
qual quanto mais fria a 4gua, mais oxigénio pode ser dissolvido. O Oxigénio dissolvido
(O.D.) influencia na sobrevivéncia dos peixes, sendo necessario o uso de aeracao para
manter niveis adequados de oxigénio nas pisciculturas, sobretudo em cultivos intensos.
No entanto, existem piscicultores que ndo realizam o monitoramento desse parametro,
podendo resultar em perdas acentuadas de desempenho dos animais, aumento dos custos
e até mortes dos peixes (LEIRA et al., 2016; KUBITZA, 2017).

Em peixes tropicais, niveis de oxigénio acima de 4,5 mg/L sdo necessdrios para
o desempenho adequado e sanidade destes animais. As concentracoes de O.D.
encontradas nas coletas realizadas na piscicultura estavam abaixo do recomendado pelas
resolucdes do CONAMA n°357/2005 e 430/2011, apresentando os valores de 1,8 a 2,4

mg.L!, o que pode interferir no desenvolvimento dos espécimes de Oreochromis sp. e
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contribuir para a formacgdo de alteragdes histolégicas nas branquias. Além disso, baixas
concentracdes de O.D. podem ocasionar maior susceptibilidade a doencgas e sensibilidade
durante o manuseio nos viveiros (KUBITZA, 2017).

Nascimento et al. (2021) observou, assim como no presente estudo, tildpias em
uma piscicultura sob baixos niveis de O.D., o que segundo os autores, pode culminar em
um estado de estresse se forem submetidos a esta condicdo. Baixos niveis de O.D
dissolvido também foram verificados por Do Amaral et al. (2020), onde os autores
evidenciam que essa diminui¢cao pode estar relacionada aos horarios de coleta e medi¢ao
deste parametro, assim como as priticas de manejo que podem ter sido aplicadas na
piscicultura do seu estudo.

O oxigénio pode ser influenciado também pela fotossintese e a respiracdo, pois
em 4guas verdes com fitoplancton ou microalgas, a concentracdo de oxigénio na dgua se
eleva ao longo do dia e reduz durante a noite devido a auséncia de luz. Outros fatores
ambientais, como altitude, luminosidade, ventos, chuvas e producido, como biomassa
estocada, taxa de alimentagdo e sua qualidade, sdo pontuais na determinagdo de oxigénio
na agua, por isso o monitoramento individualizado de cultivos é necessario (KUBITZA,
2017).

Farias et al. (2019) recomenda de 5 a 10% do volume total do viveiro ao dia (24
h) para um sistema de densidade acima de 3 peixes/m? de lamina d’agua. O excesso de
matéria organica, plancton, revolvimento do fundo ou matéria em suspensdo decorrente
de chuvas, evita a penetragdo da luz, diminuindo a produ¢do de oxigénio realizada pelo
fitoplancton. Nessa situacdo, os peixes correm o risco de morrerem por falta de oxigénio,
principalmente durante a noite (FARIAS; MORALIS, 2018).

A condutividade mede a capacidade da 4gua em conduzir corrente elétrica e esta
relacionada diretamente com a concentracdo de ions e a decomposi¢cdo de matéria
organica. Por isso, € considerada um parametro importante para verificar a quantidade de
nutrientes disponiveis ou mesmo indicar poluicdo na 4gua, possibilitando identificar
fontes poluidoras no sistema de criagdo (JUNIOR et al., 2021). A condutividade vista
como ideal varia de acordo com a espécie e o clima, mas em geral para produgdo de peixes
¢ até 100 uS/cm (HURTADO et al, 2018). Segundo Takino & Cipdlli (1988), as tilapias
apresentam melhor desempenho em criadouros que possuam condutividade entre 42 e 67
uS/cm, e podem interferir no seu crescimento e desenvolvimento com valores entre 108

e 116 uS/cm. No presente estudo, em ambas as coletas foi verificado condutividade
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elevada, o que pode indicar polui¢do na 4gua e possivelmente se tornar nocivo para as
atividades metabdlicas das tildpias cultivadas.

Os valores de amonia toxica encontrados nas coletas estdo dentro dos valores
permitidos segundo o kit do Labcon Test. No entanto, esse composto excretado pela
maioria dos organismos aqudticos pode atingir niveis toxicos dentro do viveiro, reduzir a
produtividade e o crescimento dos peixes de cultivo (FARIAS; MORALIS, 2018). A
amonia toxica interfere na contragdo muscular e na transmissdao de impulsos nervosos,
por isso, peixes intoxicados por esse composto nitrogenado apresentam natagdo
descoordenada, espasmos musculares e distirbios nervosos em geral. Tildpia-do-Nilo
juvenis expostos a concentracdes de amodnia toxica de 0,1 mg/l apresentaram reducdo no
ganho de peso (28%), embora a tildpia possa tolerar concentra¢des relativamente
elevadas, conforme os dados apresentados no estudo de Kubitza (2017).

O nitrito é também um composto nitrogenado toxico e limitante na produgdo de
peixes. Em criatérios de dgua doce e dependendo da espécie do organismo aquético,
niveis de nitrito de 0,7 a 200 mg/L, pode acarretar alta mortalidade destes organismos e
a exposi¢cdo constante a niveis subletais de nitrito (0,3 a 0,5mg/L.) pode ocasionar a
diminui¢do no desenvolvimento e na resisténcia a doencas. Esse comprometimento
imunolégico, além de mudangas na histologia de forma degenerativa nas branquias,
cérebro, figado, rins, bago, afeta os tecidos sanguineos e tireoidianos (FARIAS;
MORALIS, 2018). Em relacdo ao valor de referéncia por Farias e Morais (2018), em ambas
as coletas ficaram acima do recomendado pelos autores, tornando os animais suscetiveis
aos maleficios citados.

A transparéncia presente na coluna d’agua nas pisciculturas é um fator que afeta
0s peixes, mas ndo é considerado toxico para eles. De forma geral, 4guas muito claras nas
pisciculturas costumam indicar que nelas nao ha produtividade primadria suficiente para
os peixes se alimentarem, assim como para produzir oxigénio no local onde estdo
inseridos (DO AMARAL et al, 2020). Conforme metodologia de Faria et al. (2013), o
ideal para criacdo de peixes € que o disco de Secchi possa ser visualizado entre 30 e 60
cm de profundidade, como verificadas as transparéncias da dgua do criadouro no presente
e estudo, indicando possivelmente uma quantidade adequada de plancton, com a
aparéncia da dgua levemente esverdeada.

Segundo Torres et al. (2017), coliformes totais incluem bactérias ambientais e
de origem fecal que conseguem sobreviver no meio aquéatico € sdo denominados como

bacilos gram-negativos, aerobios ou anaerdbios facultativos, ndo produtores de esporos.
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Por esse motivo, essas bactérias em ambientes aquaticos sdo utilizadas como indicadoras
de qualidade da dgua (SILVA et al., 2021), sendo utilizadas como um parametro para
analisar a qualidade da dgua de cultivo em pisciculturas.

Embora a legislacdo brasileira da Resolu¢gado CONAMA n° 357/2005 (alteracdo
CONAMA n° 430/2011) nao possua valores recomendados para coliformes totais, as
concentracdes encontradas nesta pesquisa sdo consideradas altas, conforme também
foram verificadas por Nascimento et al. (2021) em criadouros contendo Oreochromis sp.,
onde os autores apontam que sua elevacdo ocorre devido a decomposicao da matéria
organica na piscicultura, assim como pode estar relacionada com o aumento de coliformes
encontrados na piscicultura em estudo. Além disso, Aradjo et al. (2020) analisando altas
concentracdes de coliformes totais em criadouros, sugere que esse aumento pode estar
relacionado a presenca de fossas proximas aos viveiros, bem como a presencga de fezes e
urina de animais pastando proximas do local de cultivo, o que acontece na piscicultura
desse estudo.

A E. coli é a principal bactéria do subgrupo dos coliformes termotolerantes e é
um indicativo apropriado de contaminagdo de origem fecal, j4 que sdo encontradas em
nimeros significativos no trato intestinal de alguns animais, como o ser humano
(TORRES et al.,, 2017). Foram encontrados valores recomenddveis desta bactéria
segundo a legislacdo brasileira (CONAMA 430/2011), que estabelece NMP <1000 /
100m/L, sendo considerada a qualidade da dgua como satisfatoria. Estes microrganismos
sdo indicadores de condi¢Oes sanitdrias inadequadas, e a sua presenca em alimentos
podem liberar toxinas que sdo consideradas prejudiciais a saide humana (SILVA et al.,
2021).

As andlises histopatoldgicas observadas nos peixes provenientes da piscicultura
indicaram alteracdes morfolégicas nas branquias em ambas as coletas. Essas alteracdes
podem ser associadas a baixa qualidade da 4gua da piscicultura, ao manejo inadequado,
competicdo por espaco e alimentagdo, concentracdo de matéria organica, elementos
quimicos, presenga de microrganismos e acimulo de residuos metabdlicos dos animais
(BARBIERI et al, 2014). Peixes em situacdo de estresse podem responder
morfologicamente através de alteracOes histoldgicas que, por muitas vezes, podem ser
irreversiveis (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Estudos histopatolégicos sao aplicados no diagndstico da saide dos peixes,
especialmente para os peixes cultivados (MARTINS et al., 2015), possibilitando a
avaliacdo do efeito de estressores em peixes de piscicultura (NASCIMENTO et al., 2021).
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Os espécimes de Oreochromis sp. capturados na piscicultura de Tutéia apresentaram
alteracoes histopatoldgicas relacionadas a distirbios de osmorregulacio e de circulagdao
sanguinea, diminuindo a superficie de contato entre 4gua e sangue dos peixes, como foi
observado também por Nascimento et al. (2021) em Oreochromis sp. cultivados.

As alteragdes histoldgicas de estdgio I hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo
incompleta e completa de varias lamelas, congestdo vascular, levantamento do epitélio
respiratério e dilatacdo do seio sanguineo foram as mais frequentes nos espécimes de
Oreochromis sp., podendo ser reversiveis caso os peixes deixem de ser submetidos a
situagdes de estresse (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994). Elas causam
desestruturacdes nos epitélios respiratdrios e lamelares que podem interferir em estruturas
do fluxo sanguineo (CAMARGO; MARTINEZ, 2007) e consequentemente aumentam a
distancia do meio externo do sangue e a difusdo de substancias estressoras (BARNI et al.,
2016).

A hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo incompleta e completa de varias lamelas
e levantamento do epitélio respiratdrio surgem como forma de prote¢do das branquias em
evitar a interacdo com estressores do meio aquatico, o que pode impedir o processo de
obtencdo das trocas gasosas realizadas pelos peixes (MELO, 2012; CASTRO et al.,
2018). Essas alteracdes histopatoldgicas também foram observadas por Ventura et al.
(2018) e Viana et al. (2021) em peixes cultivados e, de acordo com Del Rio-Zagaroza et
al. (2010), essas alteracdes podem se agravar devido a uma combinacdo de fatores que
ocorrem dentro de um sistema artificial de cultivo.

A hiperplasia das células do epitélio lamelar pode ser considerada uma resposta a
diminuicdo dos espacos interlamelares, em que o organismo do peixe reage aumentando
o numero de células epiteliais proximas para melhorar a captagdo de oxigénio
(MOREIRA et al., 2001), podendo ser uma reacdo as baixas concentracdes de O.D.
observadas nas duas coletas na piscicultura. Além disso, a hiperplasia das células do
epitélio lamelar combinada com a secrecdo das células de muco resulta na fusdo
incompleta e completa das lamelas secunddarias, causando a impermeabilizacdo do
epitélio branquial e disturbios osmorregulatérios (DICKERSON, 2006; KOCA et al.,
2005; VENTURA et al., 2018).

Foram observadas ainda as alteragdes histoldgicas de estdgio II, hiperplasia e
hipertrofia das células de muco, espessamento do tecido proliferativo e rompimento do
sistema de células pilares. A producdo e o aumento das células de muco atuam no

mecanismo de defesa orgéanica do animal, devido a suas propriedades antimicrobianas,
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pela acdo de lisozimas, anticorpos e dcidos graxos (ROBERTS, 2001). Assim, a
hiperplasia e hipertrofia das células de muco observadas em maior percentual na coleta 2
pode ser uma reagdo direta a presenga de parasitos nos espécimes de Oreochromis sp.,
que também foram encontrados em maior percentual nesta coleta e a presenga de bactérias
do grupo coliformes totais, encontradas em altas concentragdes na piscicultura em ambas
as coletas.

A presenca de parasitos nas branquias de peixes pode ocasionar a diminui¢do dos
espacos interlamelares, limitando a drea de superficie disponivel para as trocas gasosas
(VENTURA et al., 2018). Em resposta a diminuicdo dos espacgos interlamelares, o
organismo do peixe reage aumentando o nimero de células epiteliais e de muco préximas
para melhorar a captacdo de oxigénio, causando assim a hiperplasia das células e rupturas
de estruturas branquiais (MOREIRA et al., 2001).

O rompimento do sistema de células pilares aumenta o fluxo sanguineo que se
direciona para o interior das lamelas secundédrias podendo causar as congestdes dos vasos
sanguineos (PAULINO et al., 2012), que podem progredir para aneurismas lamelares,
que foi a alteracdo histologica mais grave observada nos espécimes de Oreochromis sp.,
sendo considerada uma histopatologia de estagio III, severa e irreversivel (POLEKSIC;
MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Um aneurisma € caracterizado pelo grande actimulo de sangue nas lamelas
secundarias, formando uma estrutura em formato arredondado contendo eritrocitos
decorrentes de hemorragia causada pela ruptura completa das células pilares
(MARTINEZ, 2012). Segundo Tancredo et al. (2016), aneurismas lamelares estdao
presentes em peixes expostos a condi¢des estressantes, em que, quando muitas lamelas
apresentam essa alteracdo, a func@o respiratéria pode diminuir especialmente em
temperaturas altas, quando os niveis de oxigénio sdo baixos, como observados na
piscicultura, e a demanda metabdlica ¢ alta.

A dilatacdo do seio sanguineo também estd associada a disfuncdes de estruturas
sanguineas observadas nos espécimes de Oreochromis sp., em que ocorre o aumento da
espessura da lamela primdria e, consequentemente, a desestrutura do vaso sanguineo
central (CAPALDO et al., 2019).

Os Indices de Alteracio Histolégica, que indicaram alteracdes moderadas nas
branquias, advertem que os espécimes de Oreochromis sp. estdo reagindo a estressores

na piscicultura, podendo afetar o fluxo de oxigénio, gds carboOnico, eletrdlitos, dgua,
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amonia e fons hidrogénio entre o sangue dos peixes e o ambiente artificial que vivem

(SCHWAIGER et al., 1997).

5 CONCLUSAO

Os biomarcadores histolégicos identificados nas branquias de Oreochromis sp. e
as andlises da 4gua verificadas na piscicultura em Tutéia (MA), indicam que os peixes
estdo sendo afetados pela qualidade da dgua no criadouro, verificado lesdes moderadas
nas branquias dos peixes, assim como alguns pardmetros fisico-quimicos e
microbioldgicos acima dos valores recomendados pela legislacdo e literatura. Estudos
em pisciculturas avaliando a sanidade dos peixes e a 4gua dos criadouros sao
fundamentais para avaliar a sanidade, qualidade e comercializacdo do pescado. Os
resultados inéditos da presente pesquisa podem fornecer subsidios para os pequenos
produtores melhorarem a qualidade dos peixes de cultivo e consequente comercializa¢ao
local, face a escassez de estudos com biomonitoramento de peixes em pisciculturas no

Maranhio.
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3.3 AVALIACAO DA SANIDADE E IDENTIFICACAO DE ESPECIES FUNGICAS
EM PEIXES DE PISCICULTURAS DE TUTOIA, MARANHAO
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Resumo

Os problemas principais que limitam a producdo e envolve a mortalidade de peixes sdo:
estresse ambiental e infecgdes, por microorganismos. Assim objetivou-se neste trabalho
avaliar a sanidade através identificacdo de espécies flingicas em peixes de piscicultura no
municipio de Tutéia — Maranhao. O estudo foi realizado em duas pisciculturas (P1 e P2).
Foram realizadas entrevistas com os piscicultores e coletados 26 peixes das espécies
Oreochromis sp., Colossoma sp. e Megalops sp. para o isolamento de fungos
eventualmente presentes nas branquias e peles. A entrevista abordou perguntas que
podem influenciar na sanidade dos peixes. O isolamento das amostras de branquias e pele
dos peixes foram realizados de acordo com a metodologia adaptada de Menezes e Assis
(2004) e Nascimento et al. (2019). A entrevista revelou que as pisciculturas P1 e P2
apresentam alguns fatores de risco para o surgimento e desenvolvimento de patdgenos,
influenciando a sanidade desses peixes. Essas propriedades apresentam alguns fatores
considerados potencialmente estressantes como a auséncia de aerador que influencia
diretamente nos niveis de oxigénio dissolvido. A auséncia de desinfeccdo dos
equipamentos usados de maneira correta nas pisciculturas também € considerada um fator
de risco para o aparecimento de doengas. Os gé€neros fungicos isolados foram Aspergillus
sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp., fungos produtores de micotoxinas, principalmente na
pele. A ocorréncia desses fungos pode ser natural ou pode estar relacionada ao uso de
racdo contaminada nos criatorios. A presenca de micotoxinas em alimentos ja foi
associada a vdrias patologias em peixes. Nas pisciculturas foram observadas algumas
condicdes de sanidade e manejo inadequadas que podem influenciar diretamente nas

atividades fisiologicas de respiracdo, alimentacdo e defesa imunolédgica dos peixes.

Palavras-chave: Sanidade, Fungos, Microbiologia, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus.

1 INTRODUCAO
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A piscicultura é a produgao de peixes em ambientes controlados que vem
crescendo rapidamente no Brasil. Essa atividade aquicola é desenvolvida em
praticamente todas as regioes do pais e sdo diversos sistemas de criacdo, como agudes,
viveiros escavados e tanques-rede (SENAR, 2017).

A piscicultura brasileira com significativos avangos em profissionalizag@o do
setor e aumento da produgdo estéd diretamente ligado ao consumo do mercado doméstico.
Em 2019, a produgdo de 579 mil toneladas de peixes oriundas da piscicultura brasileira,
apenas 1,13%, ou seja, 6.542 toneladas foram para exportacdo (FILHO, et al., 2020).

No entanto, alguns pontos importantes surgem junto com este sistema de
cultivo, como gestdao adequada, qualidade da dgua, biosseguranca e controle de doengas.
O sistema intensivo freqiientemente leva as condi¢des estressantes, que imunossuprimem
os individuos. Assim, os peixes tornam-se mais suscetiveis a infec¢des, devido a um
desequilibrio imunolégico que podem causar mortalidade considerdvel. Doengas em
peixes cultivados poderiam ser usados como bioindicadores do estado ambiental e de
sanidade no viveiro, com o objetivo de aprimorar e implementar as préticas de gestdo
(RELVAS et al., 2020).

Os pesquisadores atuais estdo preocupados em executar uma andlise rigida da
seguranca dos agentes de controle microbiano, de maneira especial aqueles que, como os
fungos possuem grande capacidade de esporulacdo, disseminacdo e resisténcia no
ambiente, sendo capazes de infectar outros organismos do agroecossistema (PINHEIRO
et al., 2020).

A qualidade das ragdes utilizadas nas pisciculturas € importante também,
considerando que devem garantir as exigéncias nutricionais € menor incidéncia de
doencas. Sendo indispensdvel o controle sanitdrio porque os insumos utilizados na
fabricagdo das racdes sdo susceptiveis a contaminacdo por fungos que produzem
aflatoxinas (BEDOYA-SERNA, 2018).

Um surto de doenga em peixes causa enormes prejuizos para a producao,
como perdas econdmicas e socioecondmicas de muitos paises. As infeccdes fingicas sao
associadas a lesdes ulcerativas avangadas em peixes, segundo Shriniwa e Sharma (2019).
No estudo de Albuquerque (2021) foi encontrado peixes de pisciculturas com doengas
causadas por fungos.

As doencas flngicas nos peixes afetam a sadde humana porque
provavelmente sdo transferidas da cadeia alimentar para os humanos. Assim objetivou-se

neste trabalho identificar e caracterizar a morfologia de espécies fungicas de ocorréncia
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natural nas principais espécies de peixes criadas em pisciculturas no municipio de Tutéia

— Maranhao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de coleta

O estudo foi realizado em Tutéia. (Figura 1), municipio do Maranhdo que
apresenta uma drea territorial de 1.566,080 km? (IBGE, 2020). A cidade possui o cerrado
como bioma predominante (IBGE, 2019) e estd localizado na Mesorregidao Norte
Maranhense e na Regido de Planejamento dos Lenc6is Maranhenses, préximo ao Delta
do Rio Parnaiba (SANTOS; FERREIRA, 2016).

Figura 1. Mapa da localizagdo das dreas de estudo nos municipios de Tutéia, MA. 2021.
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As coletas ocorreram em duas pisciculturas localizadas nos pontos de

coordenadas 02° 47°31,17°° S 42°21° 25,46 W e 02° 45° 34,14°S 42° 17’ 56,41 W.

2.2 Coleta e processamento das amostras

As coletas do material para andlise foram feitas em duas pisciculturas
localizadas em pontos distintos em Tutéia. Inicialmente os produtores foram
entrevistados através de um questiondrio semi-estruturado, com assinatura de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para definicio de espécies de peixes de maior
interesse econdmico em cada regido, época de maior incidéncia de doengas e doengas que
mais tem afetado a producdo. Esse estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisas
que envolvem seres humanos, bem como ao comité de €tica em pesquisa animal pela
Universidade Estadual do Maranhdo (Protocolo N° 05/2021).

Os questiondrios aplicados em duas propriedades foram respondidos pelos
proprietarios das pisciculturas, em novembro de 2020 e janeiro de 2021. As pisciculturas
dedicam-se exclusivamente a atividade de recria e engorda. A piscicultura P1 € do tipo
de viveiro escavado, apresenta a criacdo de peixes, de galinha, o cultivo de mandioca,
acai, manga e a producdo de carvdo como as principais atividades desenvolvidas nas
propriedades. Em P2, além da criac@o de peixes em tanques de alvenaria, tem criacao de
galinhas como atividades desenvolvidas.

Nos questiondrios também foram perguntados sobre caracteristicas como:
erosdo das bordas, presenca/auséncia de grama e aerador, qualidade da dgua, manejo,
registro de doencas e alimentacdo. Os resultados dos questiondrios foram categorizados
e tabulados utilizando o Microsoft Oficce 2013.

Em janeiro de 2021 foi realizado a primeira coleta de 13 peixes, sendo oito
da Piscicultura 1 e cinco da Piscicultura 2, com o auxilio de rede de arrasto, tarrafa ou
pucd. Em julho de 2021 foi realizado a segunda coleta de 13 peixes também, sendo oito
da da Piscicultura 1 e cinco da Piscicultura 2. Os peixes foram depositados em sacos
plésticos esterilizados e depois, em caixas térmicas de poliestireno (isopor) contendo gelo
para transporte.

No laboratério de Microbiologia, Patologia e Biotecnologia (MIPABIO), os

peixes tiveram a sua pele e branquias retiradas com o auxilio de pingas, ldminas e tesouras
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esterilizadas. Em seguida, uma parte do material foi colocada em sacos plésticos
esterilizados e conduzidos para o isolamento e identificagdo dos fungos.

O isolamento do tecido coletado foi realizado segundo metodologia adaptada
de Menezes e Assis (2004) e Nascimento et al. (2019). Dessa forma, fragmentos da pele
e branquias dos peixes amostrados foram desinfestados por imersao em solucao de etanol
70% por 15 segundos, seguida de uma solu¢@o de hipoclorito de s6dio na concentragdao
3:1 (v/v) por 15 segundos e finalmente, em dgua destilada e autoclavada, por 30 segundos.
Ap6s o ultimo passo, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio
de cultivo BDA (batata-dextrose-dgar) com cloranfenicol. Estas foram incubadas em
camaras tipo B.O.D. (Biological Oxygen Demand), ajustada para gerar uma temperatura
de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 h.

Com o crescimento de estruturas miceliais provenientes do patégeno, as
colonias dos fungos foram codificadas e as culturas puras preservadas em tubos de ensaio,
contendo meio de cultivo BDA, sendo preservadas em refrigeracdo de 5 °C. Além da
preservacdo em dgua destilada estéril, chamado de Método de Castellani, preservando em
tubos de Eppendorf. Para isso, inicialmente, tubos de Eppendorf foram preenchidos com
de 4gua destilada e autoclavada em camara de fluxo laminar. Posteriormente, foram
transferidos discos de micélio de meio BDA provenientes de coldonias em crescimento
ativo do fungo das placas de Petri e colocados nos tubos de Eppendorf para que sejam
tombados depois (NETO et al., 2019).

Para os estudos morfolégicos, os isolados foram colocados no meio Azul de
Amann para que as estruturas sejam examinadas microscopicamente em laminas quanto
a presenga de blastosporos, hifas, pseudo-hifas, clamidosporos e artrésporos, adotando a

metodologia de Tartor et al. (2018).

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao sanitaria das psiculturas, no cultivo de peixes

A propriedade P1 possuia trés estruturas de cultivo extensiva, sendo 750
peixes nos trés viveiros de Oreochromis sp., Colossoma sp. € Megalops sp. O cultivo de
peixes em P2 € realizado em dois tanques, sendo com aproximadamente 78 peixes no
total, com espécies de Oreochromis sp. e Megalops sp.

Os resultados obtidos a partir dos questiondrios aplicados nas duas

propriedades estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacao sanitdria dos cultivos de peixes em Tutéia (P1 e P2), Maranhao,

Brasil.
PISCICULTURAS
P1 P2

CARACTERISTICAS
DOS CULTIVOS

Erosdo das bordas Nao Nao

Presenca de grama Sim Nao

Aerador Nao Nao

QUALIDADE DA
AGUA

Origem da fonte de Olho d’agua Poco

agua

Frequéncia de andlise
da dgua

N3ao analisa

N3ao analisa

MANEJO

Frequéncia da
biometria

Nio realiza

Nio realiza

Quantidade de peixes

750

78

DOENCAS

Perdas econdmicas
causadas por doencas

Nao

Nao

Desinfectacdo de

Agua corrente

Agua corrente

equipamentos
ALIMENTACAO
Tipo de alimentagdo Ragdo e as vezes Ragdo e as vezes
milho peixe
Qtde. de racdo por 15 kg/dia 2 kg/dia
viveiro
Critério usado na Facilidade de Melhor
escolha da racdo compra desempenho dos

peixes
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Local para armazenar Nao Nao
aracao

3.2 Identificacao das espécies fiingicas
Os resultados obtidos na etapa de identificagdo mostraram a incidéncia dos
generos Aspergillus sp., Rhizopus sp. e Penicillium sp. O percentual de espécies fingicas

que foram isoladas e identificadas esté descrito na Figura 1 e 2.

Figura 2. Distribuicdo dos gé€neros Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. nas
pisciculturas analisadas na primeira coleta.

Piscicultura 1 = Piscicultura 2

75,
60,

45,

Porcentagem (%)

15,

30, =

Ndo cresceram Levedura Aspergillus sp.  Penicillium sp. Rhizopus sp.  Ndo identificado

Fonte: Dados originais da pesquisa.
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Figura 3. Distribuicdo dos gé€neros Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. nas
pisciculturas analisadas na segunda coleta.

= Piscicultura 1 = Piscicultura 2

62,5
50,
37,5

25,

Porcentagem (%)

12,5

Néo cresceram Levedura Aspergillus sp.  Penicillium sp. Rhizopus sp.  Ndo identificado

Fonte: Dados originais da pesquisa

Em todos as psiculturas foi possivel observar a maior frequéncia de
contaminacgdes flngicas na pele dos peixes analisados, quando comparado com as
branquias. O percentual de espécies fingicas encontradas nas amostras de pele e de

branquias dos peixes estd descrito na Figura 3.

Figura 4. Distribuicdo das espécies flngicas encontradas nas peles e brinquias dos peixes
analisados.
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Piscicultura 1
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Fonte: Dados originais da pesquisa
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4. DISCUSSAO

Para diminuir as caréncias na falta de O.D., os aeradores sdo utilizados como
ferramentas para transferéncia de oxigénio (O2) da atmosfera para dgua, contribuindo
assim com a reducdo do nitrogénio amoniacal (NHs ), que é prejudicial aos peixes e eles
sao empregados quando ocorre condi¢des extremas nos viveiros, como altas densidades
de estocagem, onde os peixes consomem elevados niveis de O.D. (SOUZA;
PONTUSCHKA; SOUSA, 2017) e nas pisciculturas P1 e P2 ndo existem, como revelado
pelos entrevistados, o que pode provocar estresse, asfixia ou até a morte desses animais.

Faria e Morais (2018) refere que os peixes nadando na superficie da 4gua e a
concentracdo deles devido a essas eventuais emergéncias podem ser resolvidas ou
amenizadas com os aeradores. A andlise da dgua e sua qualidade sdo fatores que
determinam o sucesso da piscicultura, sendo essencial investir no correto manejo da 4gua
para alcancar os resultados esperados (SENAR, 2019) e nenhuma das pisciculturas
visitadas era realizada a andlise da 4gua.

Em relacdo a biometria, a prética é essencial para obtencdo periddica de
avaliar o desenvolvimento dos peixes em relacdo ao peso, comprimento e estado de sadde,
realizada por quinzenas ou mensalmente sempre nas primeiras horas do dia, manipulando
uma amostragem da populacdo dos peixes de 3 a 5% por viveiro, com o peixe em jejum,
assim esse processo deve ser delicado e rdpido para que o animal ndo sofra com estresse
(MENDES; CARVALHO, 2016). Os piscicultores avaliados nesse estudo parecem nao
conhecer sobre a importincia e necessidade dessas préticas, pois nenhuma das duas
pisciculturas realizavam tais préticas.

Nas pisculturas P1 e P2, a desinfeccdo € feita somente com a lavagem em
dgua corrente. Portanto, ndo € feita da forma correta porque existem dois sistemas de
desinfeccdo, o fisico e o quimico. A desinfeccdo fisica € obtida pelo calor (vapor ou
ebuli¢do), por lampadas ultravioletas (UV) e/ou pela radiagdo solar. A desinfeccao
quimica € feita com o uso de produtos quimicos sintéticos, minerais ou naturais, como
agentes oxidantes (0z0nio, iodo e peréxidos), modificadores de pH (cal e 4cidos), formol,
clorexidina, amo6nia (SENAR, 2019).

Ainda sobre esse aspecto importante destacar que desinfec¢do dos
equipamentos utilizados nos criadouros pode ser utilizada durante uma emergéncia

sanitdria, como resposta ao aparecimento de uma patologia, como forma de erradicacio
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ou como parte das boas praticas da propriedade, com o objetivo de impedir o acesso e a
disseminacdo de certos patégenos nas pisciculturas, de forma preventiva, antes da
ocorréncia de doencas (SENAR, 2019).

A ragdo deve ser armazenada em locais fechados, arejados, limpos e secos,
protegidos do sol e da chuva, porque o excesso de calor e umidade sdo os fatores que
mais prejudicam sua qualidade (CRUZ; RUFINO, 2017). As pisciculturas estudas nao
possuem locais proprios para armazenar a racdo, o que pode causar a contaminagdo de
fungos e ao entrar em contado com a 4gua e com os peixes, resultou no registro de muitos
géneros contaminantes como Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp., sendo
encontrados mais na pele do que nas branquias, tanto na primeira quanto na segunda
coleta. Corroborando com o estudo de Younis et al (2020), onde a pele (55,4%) de
Oreochromis niloticus e Clarias gariepinus foi a drea mais afetada seguida de branquias
(18,9%) com isolados fungicos e foram encontrados géneros Aspergillus sp. e Penicillum
sp.

Segundo Albuquerque et al. (2021), os viveiros escavados, o mesmo utilizado
em P1, apresentam maior taxa de sobrevivéncia nas fases de recria e engorda, menores
indices de doencas, disponibilidade de alimento natural, o que auxilia na dieta do peixe e
uma conversdo alimentar de melhor qualidade. Mas isso ndo foi possivel se diferenciar
na ocorréncia de fungos em relacdo a P2, que possui modelo de tanque, ambas
pisciculturas tiveram ocorréncias de fungos.

Os fungos sao decompositores, oferecem uma contribui¢do importante para a
higiene, uma vez que aproveitam parte dos residuos dos ambientes, inclusive estd presente
também nas pisciculturas. Os peixes possuem uma membrana mucosa protetora eficaz
contra a infiltracdo dos esporos dos fungos. No entanto, se essa membrana se danificar
por lesdes ou infestacdo de parasitas, os fungos podem fixar-se e crescer na pele, nas
regides saudaveis, nos 6rgaos internos e ainda causar a morte (NASCIMENTO et al.,
2021).

Os fungos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. produzem
micotoxinas € normalmente sdo contaminantes de racdo animal (NASCIMENTO at al.,
2019). Corroborando com o estudo de Gomes (2019) ao encontrar a mesma micobiota
em ragdo e a ocorréncia de residuos de aflatoxinas em tecidos de peixes redondos
advindos de pisciculturas. Essas toxinas podem ser ingeridas pelos animais e serem
acumulativas nos tecidos dos peixes, alcancando os consumidores humanos. As espécies

do género Aspergillus sao frequentemente reconhecidas por produzir micotoxinas,
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deteriorar alimentos (saprofitos) e algumas sdo descritas como patégenos humanos e

animais.

5. CONCLUSAO

As pisciculturas analisadas sdo ambientes cultivaveis, porém adverte-se para
algumas condi¢Oes de sanidade e manejo inadequadas, como a auséncia do controle dos
parametros fisico-quimicos da dgua, da desinfeccdo dos equipamentos utilizados nos
criatérios, uma vez que esses fatores podem influenciar diretamente nas atividades
fisiolégicas de respiragdo, alimentacio e defesa imunoldgica dos peixes.

A presenca dos géneros fungicos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus
sp. nos peixes e na pele principalmente, pode ter sua origem devido a contaminacdo da
agua por ragoes infectadas por essas espécies durante o processamento ou armazenamento

inadequado demonstrando um controle sanitdrio incipientes das propriedades.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

e A revisdo bibliografica revelou que os peixes podem ser acometidos por
crustdceos ectoparasitas, bacterioses, nemdtodas, protozodrios, mixosporideos, fungos,
monogendideas e virus, todos eles com capacidade de desencadear sérios problemas
econdmicos aos empreendedores do ramo da piscicultura, contaminagdes nos ambientes
naturais dos peixes e mortalidade das espécies icticas. Porém no Maranhdo as pesquisas
com esses parasitas de peixes ainda sao incipientes, neste sentido destaca-se a necessidade
de mais estudos sobre sanidade de peixes nesta regidao. Além disso, estudos detalhados
sobre o ciclo de vida dos parasitas e suas vias de transmissdo com finalidade de prevenir
as infec¢Oes, bem como a construcdo de um plano de acdo com estratégias de tratamento,
controle e preven¢do dessas patologias serdo de grande relevancia em estudos futuros e
ambientalmente sustentiveis.

e Os dados abidticos e microbiolégicos da dgua da piscicultura indicaram
valores de nitrito, O.D. e condutividade fora de concentracdes recomendadas. Os
parametros pH, temperatura, amonia, transparéncia e Escherichia coli estavam dentro dos

valores recomendados por legislacdo vigente e literaturas citadas.

e As andlises histopaldgicas realizadas nas branquias apresentaram lesdes
branquiais do estdgio I, II e IIl em ambas as coletas, indicando altera¢cdes moderadas do

orgao.

e A entrevista revelou que as pisciculturas analisadas advertem para
algumas condig¢des de sanidade e manejo inadequadas, como a auséncia de aeradores, do
controle dos parametros fisico-quimicos da dgua, da desinfeccdo dos equipamentos
utilizados nos criatérios, uma vez que esses fatores podem influenciar diretamente nas

atividades fisiologicas de respiracdo, alimentacdo e defesa imunolédgica dos peixes.

e Os géneros fungicos isolados dos peixes estudados foram Aspergillus sp.,
Penicillium sp. e Rhizopus sp., fungos que se caracterizam como produtores de
micotoxinas. Esses foram encontrados mais em pele do que nas branquias. A ocorréncia
desses fungos pode estar relacionada ao uso de racdo contaminada nos criatérios. A

presenca de micotoxinas em alimentos ja foi associada a vdrias patologias em peixes.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE EDUCACAO, CIENCIAS EXATAS E NATURAIS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO (MESTRADO) EM RECURSOS AQUATICOS E
PESCA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntério (a), em uma pesquisa.
Ap6s ser esclarecido(a) sobre algumas informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e outra é da
pesquisadora responsavel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma.
Em caso de divida vocé pode procurar:

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
Av. Lourenco Vieira da Silva, n° 1000 - Bairro: Jardim Sao Cristovao CEP 65055-310
— Sao Luis/MA.
FONE: (98) 2016-8100

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Estudo:
CARACTERIZACAO DAS PATOLOGIAS FUNGICAS EM PEIXES CULTIVADOS NO
MUNICIPIO DE
TUTOIA - MARANHAO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de um estudo de pesquisa que se propde a
identificar e caracterizar espécies de fungos de ocorréncia natural nas principais espécies de
peixes criadas em pisciculturas no estado do Maranhdo, onde as doengas flingicas causa
grandes perdas com sérios prejuizos econdmicos aos piscicultores. Este estudo € importante
por que vai determinar as espécies de fungos que causam doencas de maior importancia para
a piscicultura no municipio de Tutéia — Maranhdo, verificar o nivel de dano que as micoses
identificadas geram aos peixes e a atividade econdmica, relacionar a qualidade da dgua dos
cultivos com a ocorréncia de doencas fingica e indicar medidas de manejo que sejam
eficientes e ambientalmente seguras para o controle desses micoparasitas € com material
educativo para divulgacdo dos resultados obtidos.

O estudo serad feito da seguinte maneira: serd aplicado um questiondrio para defini¢ao
de duas espécies de peixes de maior interesse econdmico em cada regido, época de maior
incidéncia de doencas e doengas que mais tem afetado a producao, depois coletados amostras
de peixes e da d4gua. Vocé€ contard com a assisténcia da pesquisadora se necessario, em todas
as etapas de sua participag@o no estudo.

Os beneficios que vocé deverd esperar com a sua participacdo, mesmo que
indiretamente serdo: contribuir com entendimento melhor dos viveiros e serve de base para a
elaboracdo de medidas de manejo eficientes nas pisciculturas.

Sempre que vocé desejar serd fornecido esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.
A qualquer momento, vocé poderd recusar a continuar participando do estudo e, também,
poderd retirar seu consentimento, sem que para isto sofra qualquer penalidade ou prejuizo.

Serd garantido o sigilo quanto a sua identifica¢do e das informacdes obtidas pela sua
participacdo, exceto aos responsaveis pelo estudo, e a divulgacdo das mencionadas
informacdes sO sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto. Vocé ndo serd
identificado em nenhuma publicacio que possa resultar deste estudo.
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Vocé serd indenizado por qualquer despesa que venha a ter com sua participacio
nesse estudo e, também, por todos os danos que venha a sofrer pela mesma razao, sendo que,
para essas despesas estdo garantidos 0s recursos.

Mestranda
Rebeca Ramos Sousa
beka_rramos @hotmail.com
(98) 98808-4800

Sdo Lufs (MA), / /

Assinatura do sujeito ou responsavel
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APENDICE B — QUESTIONARIO

Nome do proprietdrio da piscicultura ou encarregado direto:
Coordenada geogréfica da piscicultura:
A piscicultura € a principal atividade da propriedade? () sim () ndo

Infraestrutura da propriedade
1) Qual a drea total da propriedade? E da 4rea total de 1amina de dgua destinada a
piscicultura?

2) Qual a espécie cultivada?

3)Na propriedade faz reproducao, larvicultura ou processamento dos peixes?
() sim () ndo

4) Ou ¢ dedicado apenas a recria e engorda?

5) A propriedade realiza consércio?
() com mamiferos () aves ( )vegetais* () ndo realiza

*Se apresentar atividade associada com vegetais ou mesmo préximo aplicar questdo 6. Caso negativo,
pular para questao 10.

6) Vocé ou um agricultor proximo utiliza agrotéxico? ( ) ndo () sim qual?

7) Com que frequéncia faz uso do agrotéxico? Qual a distancia entre o criatdrio e a
agropecudria? () menos de um més () entre 1 e 2 meses () entre 2 e 3 meses () entre 4 e 5
meses () 6 meses ou mais

8) Os cultivos que usam produtos quimicos estdo proximos a fonte de abastecimento de
dgua da piscicultura? () sim () ndo

9) Qual a distancia? () menos de 50 m () entre 50 €100 m () entre 100 e 200 m ( ) mais de
200 m

10) Existe algum problema com falta de d4gua? () ndo () sim

11) Durante quais meses? () jan./fev. () mar./abr. ( ) mai./jun. () jul./ago
() set./out. () nov./dez.

12) Por quanto tempo? () até 10 dias () entre 10 e 20 dias () entre 20 e 30 dias ( ) mais de
30 dias () entre 1 e 2 meses ( ) mais de 2 meses

Estruturas de cultivo
13) Qual a estrutura de cultivo? () barragem ( ) viveiro ( ) tanque-rede

14) Qual a quantidade de estrutura de cultivo? E a amplitude?
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15) As pisciculturas apresentam estruturas com entrada e saida de 4gua independente? ()
nio () sim

16) Qual o método de escoamento adotado? ( ) sifao externo () monge () sifdo interno com
ou sem cachimbo/charuto ( ) outro

17) Ha erosao das bordas internas dos taludes dos viveiros? ( ) nao () sim
18) H4 grama nas bordas? () ndo () sim

19) Na propriedade ja foi observado a presenga de macréfitas nos viveiros?
() ndo () sim

20) Na propriedade faz-se uso de aeradores? () ndo () sim
Qualidade da agua e preparacao dos viveiros
21) E feito o monitoramento da qualidade da dgua durante o ciclo reprodutivo?

() ndo () sim

22) Com que frequéncia? () todos os dias () 2x na semana ( ) 2-3x na semana ( ) 1x no més
() acada 2 meses () outro

23) Quais parametros analisados? () pH () temperatura () salinidade () teor de oxigénio
dissolvido () dureza ( ) outro

24) Qual a origem da fonte de dgua para piscicultura? () igarapés préximos a propriedade (
) poco () barragens dentro da propriedade ( ) outro

25) o abastecimento de 4gua é por bombeamento? () ndo( ) sim
26) Ocorre a renovagdo de d4gua nos viveiros? () ndo () sim

27) O que motiva a renovagao da dgua? () repor a evaporacdo ( ) renovagdo quando hi
problemas no tanque ( ) outro

28) O produtor sabe informar a densidade de peixes utilizada nos viveiros?

Manejo
29) O produtor realiza a biometria? ( ) ndo (pular para questdo 34) () sim

30) Qual a frequéncia? () todo més ( ) a cada 2 meses ( ) entre 2-3 meses ( ) entre 3-6meses
() mais de 6 meses

31) O produtor utiliza algum anestésico para realizar a biometria?
() ndo (pular para questdo 34) () sim qual?

32) Utiliza o sal comum para realizar a biometria?
() ndo ( pular para questao 34) () sim
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33) Qual a concentracdo nos viveiros? () menos de 12Kg de sal/1000m2 () 12Kg de
sal/1000m2 () mais de 12Kg de sal/1000m2*
*Para viveiros € 12 Kg de sal/1000m2 o padrao.

Alimentacao
34) Qual o tipo de alimento utilizado? () ragdo () farelo de soja (') farinha de peixe ()
farelo de amendoim ( ) outro

35) Se for ragcdo qual a marca para recria? E para engorda?

36) Qual o critério utilizado para a escolha da marca da racao? () exigéncia da espécie de
peixe () pela cor ou cheiro () melhor desempenho dos peixes () prego () facilidade de
compra () melhor relagdo custo/beneficio

37) O produtor utiliza subprodutos (ex. pdo e macaxeira) para complementagdo da
alimentacdo dos peixes quando a ragcdo termina?
() ndo () sim qual?

38) Qual a quantidade da racao fornecida?

39) A propriedade possui drea para armazenar racao? (salas ou galpdes com drea arejada e
ampla)

40) O produtor ja encontrou ra¢do com cheiro ou formando grumos (estragada ou
embolorada)?

41) Com que frequéncia o produtor compra a racao? ( ) toda semana ( ) a cada 15 dias () a
cada 1 més () outro

42) O produtor elimina o excesso de matéria organica?
() toda semana () a cada 15 dias () a cada 1 més () outro

Doencas
43) O produtor ja teve perdas econdmicas causadas por doengas na piscicultura? () ndo ()
sim

44) Quais os sinais clinicos indicativos de alguma doenca (ambiental ou infecciosa) mais
observados nos peixes: () ndo se alimentarem

() se rasparem na lateral do viveiro (—flashingl)

() nadarem na superficie da 1amina d“agua ( ) comportamento lento e sem reacao a captura
() permanecerem préximos a entrada de dgua

()apresentarem mudanca de cor ( )machucados ( )pontos vermelhos no corpo () presenga
de corpos estranhos ( )peixes isolados do cardume

()peixes com tufos brancos no corpo (semelhante a algodao)

45) Estes sinais foram observados em qual parte do corpo do animal?
46) Esses sinais clinicos foram mais frequentes em que periodo do ano?

47) Qual o periodo de maior mortalidade dos peixes?
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48) Qual o destino de animais mortos? () retiram os peixes do viveiro e enterram ( ) retiram
e queimam () descartam os peixes no lixo comum

49) Existe drea de quarentena na piscicultura? () ndo () sim

50) O produtor realiza a desinfeccio de utensilios como redes, tarrafas, pugds, baldes e
outros?

Comerecializacao do pescado
51) Para onde sdo comercializados os peixes cultivados em sua propriedade?




