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RESUMO

Este estudo teve como objetivo a associacao entre os indices hematologicos de
Hoplias malabaricus (traira), o parasitismo por monogeneas e outras espécies de
metazoarios e os fatores ambientais. O estudo ocorreu nas lagoas do
CEPTA/ICMBIo, localizada no municipio de Pirassununga, SP (21°55'55"S e
47°22'37"W), no periodo de fevereiro de 2008 a marco de 2009 em 187 trairas.
Verificou-se que os parametros sanguineos ndo sofreram alteragdes significativas
em relagdo ao estagio de maturacdo, sexo, periodo de coleta e intensidade de
infeccdo de monogeneas. Porém, o0s peixes apresentaram valores
significativamente positivos para biometria peso/comprimento (r=0,89 e p<0,0001)
e 0s parametros ambientais pH/temperatura (r=0,71 e p<0,0001). Verificou-se que
0S monogeneas ndo atuaram como indicador ambiental nas lagoas, porém os
parametros hematol6gicos revelaram uma maior sensibilidade ao ambiente. Em
relagdo a andlise dos outros metazoarios, verificou-se uma diferenca significativa
em relagdo ao estdgio de maturacdo e intensidade de infeccdo na Lagoa |
(p=0,002) e na Lagoa Il ndo houve diferenca. Houve correlacéo significativa entre
peso do peixe e intensidade de infeccdo na Lagoa | (r=0,50; p<0,001) e entre
comprimento e a intensidade de infeccdo dos metazoarios (r=0,42; p<0,001).
Contudo, a intensidade média de parasita diferiu significativamente entre as
lagoas estudadas. Os metazoarios presentes em H. malabaricus também nao

atuaram como indicador ambiental.

Palavras-chave: Parametros hematol6gicos, monogeneas, metazoarios, lagoas e

Hoplias malabaricus.



ABSTRACT

This study aimed at the association between blood indexes of Hoplias malabaricus
(betrayed), the parasitism by monogeneans and other metazoan species and
environmental factors. The study took place in ponds CEPTA / ICMBio, located in
the city of Pirassununga, SP (21 ¢ 55'565 "S and 47 ¢ 22'37" W), from February
2008 to March 2009 in 187 trairas. It was found that the blood parameters did not
change significantly in relation to the stage of maturation, sex, time of collection
and intensity of infection of monogeneans. But the fish had significantly positive for
biometrics weight / length (r = 0.89 and p <0.0001) and the environmental
parameter pH and temperature (r = 0.71 and p <0.0001). It was found that the
monogeneans not acted as an environmental indicator in the lakes , but the
haematological parameters showed a greater sensitivity to the environment. On the
analysis of the Metazoa, there was a significant difference in the stage of ripeness
and intensity of infection in the Lake | (p = 0.002) and in Lake Il there was no
difference. There was significant correlation between weight of fish and intensity of
infection in the Lake | (r = 0.50, p <0.001) and between length and intensity of
infection of metazoan (r = 0.42, p <0.001). However, the mean intensity of
parasites differed significantly between the lakes studied. The metazoan present in

H. malabaricus also did not act as an environmental indicator.

Keywords: Hematological parameters, monogeneans, metazoan, ponds and
Hoplias malabaricus.



INTRODUCAO

Com o desenvolvimento econémico/social dos continentes, nota-se que os
recursos hidricos superficiais estdo sendo deteriorados, devido as multiplas
atividades humanas que se desenvolvem com grande intensidade nas bacias
hidrograficas (TUNDISI,1999). Verifica-se que uma das causas da rapida
deterioragdo dos corpos d’agua é o aumento populacional da espécie humana,
acompanhado de expansdo das atividades industriais e agricolas. Os
ecossistemas aquéticos estdo sendo utilizados, de alguma forma, como
reservatérios temporarios ou finais de uma grande variedade de poluentes. Desta
forma, a poluicdo do ambiente aquatico provocada, direta ou indiretamente, pelo
homem, através de substancias organicas e inorganicas, pode gerar: |) prejuizo
aos seres vivos, Il) perigo a saude humana, Ill) efeitos negativos as atividades
aquaticas (pesca, lazer) e IV) prejuizo a qualidade da agua com respeito ao uso
na agricultura, industria e outras atividades econémicas (MEYBECK & HELMER,
1992).

Uma das atividades, de grande importancia econdmica, implementada pelo
homem é o uso do meio aquéatico para criagao de peixes, quer para consumo quer
para recreacao. H. malabaricus € espécie de ampla distribuicdo geografica nas
Ameéricas do Sul e Central, ocorrendo da Costa Rica até a Argentina, na maioria
das bacias hidrograficas (OYAKAWA, 2003). Caracteriza-se como uma espécie
tolerante a baixas concentracées de oxigénio dissolvido e habitante de aguas
lénticas, pouco profundas e com vegetacdo aquética abundante (TAPHORN,
1992; SHIBATTA et al., 2002). Considerada uma espécie carnivora, de estratégia
emboscadora e essencialmente piscivora na fase adulta (HAHN et al., 1997a),
complementa sua dieta com insetos, crustaceos e outros invertebrados (HAHN et
al.,1997b).



Para MARTINS (1998), os parasitos de peixes respondem a determinados
tipos de poluentes. Portanto, o nimero de parasitos diminui ou aumenta de acordo
com o tipo de poluicdo existente. Na eutrofizacdo da agua ocorre um aumento do
namero de plantas e outros organismos aquaticos que atuam como hospedeiros
intermediarios, entre os quais moluscos e copépodes. Os peixes que abrigam
determinados parasitos externamente/superficie do corpo podem atuar como
segundo hospedeiro intermediaro, e as aves que se alimentam de peixe, como
hospedeiro definitivo.

Estudos sobre helmintos de H. malabaricus restringem-se a abordagens
qualitativas e quantitativas de nematdédeos (TRAVASSOS et al.,, 1928; REGO &
EIRAS, 1998, MORAVEC, 1998; RAMALLO, 1997; MARTINS et al., 2004),
acantocéfalos (ROSIM et al, 2005) e monogeneas (AGARWAL & KRITSKY,
1998). Outros trabalhos focaram o potencial zoonético representado pelas larvas
de Eustrongylides ignotus (Jaegerskiold, 1909) e Contracaecum multipapillatum
(Drasche, 1882), nematédeos que utilizam H. malabaricus como hospedeiro
intermediario (BARROS et al., 2004). Muller et al.,(2004), ao estudarem trairas
provenientes do Estado de Sao Paulo, verificaram larvas de Contracaecum sp. no
figado e nos cecos piléricos e larvas de Eustrongylides sp. na musculatura e na
cavidade corporal, mas, Martins et al. (2004), ao examinaram trairas provenientes
do Estado do Maranhao, observaram apenas larvas de Contracaecum sp.

Alguns parasitos de peixes podem ser utilizados como indicadores da
qualidade e saude ambiental, notadamente aqueles que exigem hospedeiro
intermediario. Por fazerem parte de uma complexa cadeia de relagdes, utilizando
hospedeiros intermediarios e paraténicos, geralmente pequenos e delicados, estes
parasitos apresentam variagdes em seus niveis populacionais conforme o tipo de
poluente, refletindo em alteracdes do parasitismo em peixes (MOLLER, 1987a).

As alteracbes ambientais, principalmente as que resultam das variacoes
hidrolégicas, podem interferir na presenca ou auséncia e na intensidade de
determinadas espécies de parasitos afetando a fisiologia dos peixes. Portanto, o
objetivo deste trabalho é obter informacdes sobre os metazoarios parasitos de H.



malabaricus, 0 ambiente aquatico em que estao inseridos e sobre os parametros

hematol6gicos destes peixes.

JUSTIFICATIVA

Pelo pequeno numero de trabalhos, no Brasil, sobre parasitos de peixes
como indicadores ambientais, o presente estudo se propde correlacionar 0s
metazoarios parasitos de H. malabaricus com parametros ambientais e

bioldgicos/hematoldgicos de peixes.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Caracteristicas de H. malabaricus

SANTOS (1981) relata a traira (Characiformes, Erythrynidae) como um
peixe com o corpo cilindrico com ligeira compreenséo lateral. A coloragéo varia do
negro na parte dorsal, ao pardacento na lateral que vai clareando até o ventre
perfeitamente branco, notam-se manchas escuras e irregulares pelo corpo. Pode
alcancar até 50 centimetros de comprimento. A cabeca é achatada e a boca larga
com maxilar inferior saliente. Possuem dentes fortes, principalmente os quatro
incisivos. As nadadeiras sao reforgcadas por raios flexiveis, sendo a caudal
arredondada. Secreta grande quantidade de muco por todo o corpo, muco este
que transuda através dos numerosos poros que estdo localizados sob as
escamas, notando-se que os da linha lateral expelem maior quantidade dele;
assim a traira é conhecida como o peixe de escamas mais lisas de nossos rios.

A traira € uma espécie com ampla distribuicdo geografica, que abrange
todas as bacias hidrograficas da América do Sul, apresentando diferentes areas
de endemismo. Se os critérios para o sucesso de uma espécie for abundancia e
distribuicdo ampla, H. malabaricus pode ser considerada bem sucedida devido a
sua grande plasticidade ecoldgica (HENSLEY & MOODY,1975).

Durante a fase inicial de desenvolvimento sdo onivoras, alimentando-se de

microcrustaceos, algas e insetos aquaticos. Na fase adulta tornam-se



essencialmente carnivoras, alimentando-se preferencialmente de peixes de
pequeno porte como os lambaris (Astyanax spp.). E considerada uma espécie
predadora de habito noturno, que se alimenta através de emboscada (ALMEIDA &
HAHN, 1999).

A traira pode sobreviver em ambientes pouco oxigenados, 0 que explica a
grande capacidade de dispersao e ajuste (FERNANDES et al., 1993; SUNDIN et
al., 1999) além de apresentar grande resisténcia aos periodos de privagao de
alimento (RIOS, 2001; RIOS et al., 2002). No entanto, poucas informacdes sobre
respostas metabodlicas envolvidas neste processo sdo encontradas na literatura
(RIOS, 2001; RIOS et al., 2002).

Em relacdo a biologia reprodutiva de H. malabaricus, MARQUEZ et al,
(2001) descreveram a construgao de ninhos na agua, com vegetacdes submersas
e um cuidado parental com os filhotes por parte do macho. Os ninhos sao
construidos em pequenas depressdes de 20 cm de profundidade, onde a fémea
deposita 0os ovos, 0 macho os fertiliza, e cuida por alguns dias até que ecloséo e

dispersao de alevinos pela vegetagéo.

2. Metazoarios parasitos de H. malabaricus

2.1 Subclasse Digenea

A patogenia dos digenéticos em peixes € bem mais pronunciada nas
infeccdes por metacercarias do que por adultos, pois estas podem encistar em
qualquer tecido ou 6rgao, com excecao das cartilagens e ossos, debilitando o
hospedeiro (THATCHER, 1991). Metacercarias também podem se instalar nas
partes externas do peixe e ao redor de algumas destas metacercarias, observam-
se depdsitos de melanina, dando um aspecto enegrecido, razdo pela qual a
enfermidade é conhecida como “blackspot disease”, doenga dos pontos negros.
Os peixes quando estdo altamente infectados, apresentam um aspecto
desagradavel, ndo crescem e perdem o valor comercial (PAVANELLI et al., 2002).

Weiblen & Brandao (1992) relataram o encontro, pela primeira vez, de
Dendrorchis sp. parasitando H. malabaricus da regidao de Santa Maria (RS). Os



mesmos autores relataram, ainda, o encontro muito frequente de metacercarias de
Tylodelphius sp na bexiga natatoria da traira.

Outro relato pioneiro de uma espécie de trematédeo digenético em traira,
na regiao sudeste do Brasil, foi feita por Kohn & Fernandes (1987), que
encontraram Pseudosellacotyla lutzi em exemplares coletados entre 1927 e 1985
no rio Mogi-Guacu. Paraguassu & Luque (2007) relataram metacercarias de
Ithyoclinostomum dimorphum em trairas provenientes do Reservatério de Lajes no
Estado do Rio de Janeiro e Kohn et al. (2007) observaram trairas parasitadas por
Prosthenhystera sp. € Pseudallacanthochasmus grandispinis também no Estado
do Rio de Janeiro. Takemoto et al. (2009) relataram Prosthenhystera sp,
Thomotrema overstreeti, Pseudosellacotyla lutzi e metacercarias de outras 7

espécies de Digenea..

2.2 Classe Monogenea

Os monogeneas sao parasitos hermafroditas, com ciclo de vida
monoxénico, tendo a maioria das espécies a reproducao ovipara. Estimulos como
turbuléncia, temperatura, fotoperiodo e presenca de produtos de excrecdo do
hospedeiro induzem, em muitas espécies, a eclosdo dos ovos (EIRAS, 1994). A
estrutura mais caracteristica dos monogeneas é o 6rgao posterior de fixagdo, o
haptor (THATCHER & NETO, 1994).

Na maioria dos casos, a selecdo natural resulta em organismos que
causam um minimo de prejuizo ao hospedeiro. As epizootias sdo o resultado de
uma ruptura no relacionamento equilibrado do hospedeiro com o parasito, criada
por condi¢des artificiais (EIRAS, 2000). O principal sinal clinico provocado por
monogéneas € a intensa producdo de muco nas branquias e superficie corporal
dos peixes (PAVANELLI et al., 2002). E importante destacar que a patogenicidade
nao é comum e a morte do hospedeiro ndo favorece a transmissao do parasito.

Onaka (2009) relatou que, na fauna tropical, cada espécie de peixe possui
cerca de cinco espécies de monogeneas. Como no Brasil a fauna de peixes é
representada por mais de 2.000 espécies, € possivel imaginar cerca de 10.000



diferentes espécies destes parasitos. Segundo Pavanelli et al. (2002) cerca de 250
espécies sdo conhecidas. As monogeneas parasitos de peixes de agua doce
pertencem principalmente a duas grandes familias: Gyrodactylidae e
Dactylogyridae. Todos os dactilogirideos sdo oviparos e relativamente pequenos,
podendo ser encontrados nas narinas e mais raramente no ducto excretor. O ovo
depositado na agua eclode e libera uma larva chamada oncomiracideo que nada
ativamente a procura de um novo hospedeiro. Os girodactilideos se reproduzem
pelo processo de poliembrionia seqiencial, séo viviparos e, portanto, ndo passam
pela fase de oncomiracideo (EIRAS, 1994).

Ceccarelli et al. (1990), em levantamento sobre a ocorréncia sazonal de
parasitos no CEPTA/ICMBio, Pirassununga, SP, constataram a ocorréncia de
Dactylogyridae nas espécies cultivadas, sendo a sua maior incidéncia nos meses
de Marc¢o a Abril, mas ndo sendo o0s principais causadores das enfermidades.

Em estudo recente, Kohn et al. (2007) observaram as espécies de
monogénea Gyrodactylus trairae na superficie do corpo e Urocleidoides eremitus
nas branquias de H. malabaricus.

2.3 Classe Cestoda

Parasitos da ordem Proteocephalidea infectam principalmente peixes, mas
algumas espécies podem ser encontradas em anfibios, répteis e mamiferos.
Parasitos desta ordem apresentam, em geral, o escélex com quatro ventosas
musculares em forma de copa (THATCHER, 1991).

Os adultos sdo encontrados no intestino de peixes e as larvas podem ser
vistas na cavidade visceral e 6rgdos em geral. O ciclo evolutivo das ténias de
peixes & complexo, quase sempre envolve mais de dois hospedeiros. O primeiro
hospedeiro intermediario € sempre um microcrustaceo e o definitivo pode ser
representado por peixes, aves e mamiferos, inclusive o homem (PAVANELLI et
al., 2002).

De acordo com Onaka (2009), os peixes suportam bem o parasitismo,
principalmente pelos cestodas adultos. Deve-se considerar ainda a possibilidade



de os parasitos causarem oclusao da luz intestinal devido a alta intensidade de
infeccdo, muitas vezes, fatais para o hospedeiro.

As larvas sao encontradas nos peixes quando estes atuam como
hospedeiros intermediarios ou paraténicos. Sdo chamadas de plerocercoides e
quando se encontram alojadas no intestino dos peixes podem provocar
hemorragia temporaria, seguida de alguma reagao inflamatéria. Em alguns casos
pode ocorrer reacdo, nao especifica, por parte dos hospedeiros determinando a
encapsulacdo da larva na prépria parede intestinal, podendo diminuir a
capacidade de absorcdo de nutrientes (PAVANELLI et al, 2002). Rego et al.
(1999), reportaram Nomimoscolex matogrossensis e Proteocephalus regoi no

intestino de trairas.

2.4 Filo Nematoda

Em peixes os nematddeos adultos vivem no trato digestivo ou nas
cavidades corporeas. Dos quatro estadios larvais, o primeiro é livre na d4gua e os
demais sdo parasitos, na musculatura (VARGAS, 1998).

Os danos causados por nematddeos em peixes variam muito, dependendo
da espécie, do 6rgédo invadido e do numero (THATCHER & NETO, 1994).
Algumas espécies, como 0s anisaquideos, sdo importantes em saude publica,
podendo determinar zoonoses. Se ingeridos pelo homem poderao provocar
sintomas merecedores de cuidados médicos.

Em levantamento da fauna helmintica de peixes do rio Parana, regiao de
Porto Rico, Pavanelli et al. (1997), afirmaram que, quanto ao niumero de espécies
e tamanho das infrapopulacdes, os nematodas aparecem em segundo lugar, ap6s
os cestodas.

Fabio (1982), relatou trairas parasitadas na regido de Campos (RJ) com as
seguintes espécies de nematodas: Heliconema izecksohni, Paraseuratum soaresi
e Procamallanus(Spirocamallanus) inopinatus. Kohn & Fernandes (1987),
observaram Amplicaecum sp. e Spirocamallanus iheringi, parasitando trairas

coletadas no municipio de Pirassununga-SP. Weiblen & Brandao (1992)



registraram as espécies Guyanema baudi e Spirocamallanus hilari
,respectivamente, pela primeira vez no Brasil e pela primeira vez em
H.malabaricus. Estes mesmos autores destacaram, ainda, a frequéncia muito
grande de larvas de Contracaecum. Madi & Silva (2005) registraram o parasitismo
por larvas L3 de Contracaecum sp. tipo 2 em trés espécies de peixes
exclusivamente piscivoros em fase adulta, no reservatério de Jaguari no Estado
de Sao Paulo. Takemoto et al. (2009) encontraram em H. malabaricus , adultos de
Paracapillaria  piscicola, = Procamallanus  (Procamallanus)  peraccuratus,
Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus, Goezia spinulosa e larvas de

Eustrongylides ignotus, Contracaecum sp e Porrocaecum sp.

2.5 Filo Acanthocephala

Os acantocéfalos sao helmintos cilindricos, dotados de probdscide retratil,
com ganchos, utilizados para fixar-se na parede do intestino do hospedeiro
(THATCHER, 1991). Sao parasitos freqlientes de peixes e pelo menos uma
espécie pode parasitar peixes e anfibios (EIRAS, 1994). O ciclo de vida envolve
um artropode como hospedeiro intermediario e um vertebrado como hospedeiro
definitivo.

Segundo Eiras (1994), é relativamente freqliente a existéncia de
hospedeiros paraténcios que, por vezes, sao ecologicamente indispensaveis,
sendo que peixes podem desempenhar esse papel no ciclo de vida dos
acantocéfalos.

Trairas provenientes da Amazénia brasileira estavam parasitadas por
acantocéfalo das espécies Grasilisentis variabilis e Quadrigyrus brasiliensis
(THATCHER, 2006). Travassos et al. (1928), relataram pela primeira vez no
sudeste do Brasil, municipio de Pirassununga SP, trairas parasitadas por
acantocéfalo da espécie Neoechinorhynchus variabilis. Rosim et al. (2005),
relataram pela primeira vez a espécie Q. machadoi parasitando trairas no Estado

de Sao Paulo, registro confirmado em 2009 por Takemoto et al.. Santos et al.



(2008) registraram também, além das espécies referidas acima, infeccao de H.

malabaricus por Q. torquatus, N.(N.) macronucleatus, N.(N.) paraguayensis.

2.6 Subfilo Crustacea

O numero de espécies € elevado e sob o ponto de vista econémico, o
parasitismo por crustaceos € relevante, pois pode ser causa direta de
mortalidades elevadas de alevinos e adultos nas pisciculturas. Podem, também,
ser vetores de doencas de etiologia virica e, presumivelmente, hospedeiros
definitivos de hemoparasitos de peixes. Este fato € tanto mais grave quanto é
certo que os surtos epizodticos sao dificeis de erradicar, especialmente para
certas espécies (EIRAS, 1994).

Os crustaceos podem ser prejudiciais aos peixes apenas pela sua
presenca, devido a pressado causada nos tecidos do hospedeiro. A fixagédo
também causa danos mecanicos de extensao variavel, a alimentacdo, a custa dos
hospedeiros, causa danos que podem ser locais ou generalizados, dependendo
do tipo de acao espoliativa do parasita (EIRAS, 1994).

2.7 Classe Copepoda

Os copépodes tém um desenvolvimento pds-embriondrio que passa
geralmente por trés fases: nauplio, copepodito e adulto (EIRAS, 1994). Em peixes
os parasitos da classe Copepoda sao encontrados nas camaras branquiais e
tegumento, podendo também se localizar nas narinas e cavidade bucal. As formas
parasitarias podem ser constituidas pelos adultos e algumas formas larvais,
podendo estar fixas através de 6rgaos de fixacdo mais ou menos elaborados, ou
ter alguma capacidade de se movimentar na superficie corpérea do hospedeiro. A
sua presencga € mais ou menos visivel devido ao tamanho que podem atingir, ou a
presenca de sacos ovigeros, cuja cor contrasta freqientemente com a do
tegumento do hospedeiro, o que permite observacdo a olho nu (EIRAS et al,
2000).



10

Segundo Onaka (2009), entre o0s copépodes, os ergasilideos sao
freqlentes parasitos de branquias, embora se encontrem também fixos nas
paredes da camara branquial ou, mais raramente, na superficie do corpo. O
género mais freqiente e conhecido € Ergasilus, cosmopolita, presente em
hospedeiros muito variados, quer de origem marinha, quer dulcicola. A principal
particularidade destes copépodos é a pronunciada modificacdo do segundo par de
antenas em fortes ganchos que Ihes permitem a fixacao ao hospedeiro.

Os machos do género Ergasilus sao plancténicos, sem qualquer associacao
com os peixes. As fémeas passam grande parte da vida no estado livre, tornando-
se parasitos depois da cépula (EIRAS, 1994).

Eiras (1994) relatou reducdes de peso, taxa de crescimento, bem como
diminuicdo do conteudo lipidico total do hospedeiro, 0 que indica a mobilizagdo
das reservas lipidicas decorrente do parasitismo por Ergasilus.

Alves et al. (2000) observaram trairas da regido de Pirai no estado de Rio
de Janeiro sendo parasitados por Ergasilus sp.

Luque & Tavares (2007) registraram presenca de Bedsylernaea collaris,
Lernaea cyprinacea, L. devastatrix, Pindapixara tarira, Gamidactylus hoplius, E.

iheringi e uma espécie outra espécie de Ergasilus.

3. Uso de parasitos de peixes como indicador ambiental

Fatores naturais abidticos como temperatura, oxigénio, salinidade e
concentracao de ions de hidrogénio sdo conhecidos por influenciar a ocorréncia
temporal e espacial de parasitos e em particular helmintos de peixe (CHUBB,
1979, 1980). Diversos pesquisadores utilizaram parasitos de peixes como
marcadores bioldgicos para avaliar as populagcdes e a0 mesmo tempo avaliar a
importancia de parasitos como organismos sensiveis para monitorar uma série de
fatores ambientais, incluindo o estresse devido a poluicdo (MACKENZIE et al.,
1995; LAFFERTY, 1997).

Parasitos de peixes sdo igualmente eficientes monitores dos estados
fisiologico e imunolégico dos peixes hospedeiros. Embora os peixes e

invertebrados tenham sido usados extensivamente em ensaios de toxicidade
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padrao, Kennedy (1997) argumentou que as relagdes entre os ambientes, peixes e
seus parasitos nao fornece uma opcao facil para o monitoramento ambiental, e
também sugeriu que os parasitos e hospedeiros aquaticos e, em particular, os
peixes nao oferecem vantagens claras sobre a utilizagdo de organismos de vida
livre como indicadores de poluicao.

Contudo, conforme é mostrado a seguir, diversas publicacdes vem
evidenciando que parasitos de peixes podem fornecer importantes informacdes a
respeito da saude ambiental, embora estudos ao nivel das comunidades de
parasitos de peixes relacionadas aos impactos da poluicdo, tém sido ainda pouco
analisados nos ecossistemas de agua doce (VALTONEN et al, 1997;
LANDSBERG et al, 1998; HALMETOJA et al., 2000; GALLI et al., 2001;
HERNANDEZ et al. 2007).

3.1 Parasitos de peixes que sao usados como indicadores
ambientais

A literatura tem fornecido evidéncias de que os parasitos sao bons
indicadores de contaminacao ambiental (MACKENZIE et al., 1995; WILLIAMS &
MACKENZIE, 2003; SURES, 2004; MARCOGLIESE, 2005) uma vez que
geralmente a transmissdo de algumas espécies de parasita é alterada em
ambientes poluidos (MACKENZIE et al., 1995, WILLIAMS & MACKENZIE, 2003).
Os ectoparasitos de peixes em contato direto com a agua poluida, podem muito
bem refletir qualquer efeito negativo direto de um poluente sobre a sua reproducéo
e sobrevivéncia (KHAN & THULIN, 1991) ou as suas populagdes, que por sua vez
alteram o padrao de resposta imunoldgica do hospedeiro (MACKENZIE et al.,
1995; MACKENZIE, 1999; MOLES & WADE, 2001; KHAN, 2003).

Por outro lado, a transmissdo de endoparasitos com ciclos de vida mais
complexos, pode ser regulada através de efeitos da poluigdo em ambos os
estagios de vida, quer nos hospedeiros intermediarios quer nos definitivos
(POULIN, 1992; MARCOGLIESE & CONE, 1997; MACKENZIE, 1999;
MARCOGLIESE, 2005). Além disso, as respostas para 0 aumento de poluicdo
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pode se refletir nas alteragbes da cadeia alimentar local. Assim os efeitos de
substancias toxicas podem afetar diretamente a comunidade de parasitos ou os
diferentes componentes da cadeia alimentar (MARCOGLIESE, 2005).

Alguns metazoarios sdo utilizados como indicadores ambientais. Morley et
al. (2006), mostraram variagcées das concentracées de cadmio (Cd) e zinco (Zn)
em miracidios de Schistosoma mansoni. Estudo recente de Madi & Ueta (2009)
evidenciou o papel de Ancyrocephalinae (Monogenea: Dactylogyridae), parasito
de Geophagus brasiliensis como indicador de qualidade ambiental.

Os representantes do Filo Acanthocephala sdo bons indicadores para
avaliacao e acumulo de metais pesados. Um exemplo disso € o estudo feito por
Sures (2007), que avaliou a concentragdo de cadmio em Pomphorhynchus levis e
no musculo do hospedeiro Leuciscus cephalus, mostrando maior concentracao do
metal no parasito.

Vale ressaltar também, que o mercurio (Hg) e outros metais pesados
podem ter um efeito sobre a transmissdo do parasita e as relagcdes parasita-
hospedeiro em meios aquaticos (MORLEY et al. 2003, 2006; PIETROCK &
MARCOGLIESE, 2003). Embora a transmissdo do parasita seja negativamente
afetada pela presenca de mercurio, peixes parasitados e crustaceos de vida livre,
podem acumular menos mercurio do que humanos, possivelmente devido a
presenca dos parasitos, que podem, de alguma forma, proteger os hospedeiros do
estresse de contaminantes (BERGEY et al., 2002).

4. Parametros hematoldgicos de peixe usados como
indicadores ambientais

O sangue reflete alteracoes fisicas e quimicas que ocorrem no organismo e,
portanto, informacdes detalhadas podem ser obtidas pelo metabolismo e estado
fisiolégico dos peixes nos diferentes grupos de idade e oriundos de diferentes
habitats. Além disso, convém notar que indices hematoldgicos refletem a
sensibilidade a varios fatores ambientais e a produtos quimicos (LEBEDEVA et al,
1998; VOSYLIENE, 1999a, b).
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Estudos tém mostrado que quando a qualidade da agua é afetada por
substancias téxicas, quaisquer alteragdes fisiologicas serao refletidas nos valores
de um ou mais dos parametros hematoldgicos (VAN VUREN, 1986). A contagem
de globulos vermelhos € um indice estavel e os peixes mantém o numero de
hemacias dentro dos limites por varios mecanismos fisiolégicos de compensacao.
Os parametros hematolédgicos sado importantes indicadores de mudancgas no plano
interno e/ou externo dos animais. Nos peixes, a exposicdo a poluentes quimicos
podem induzir aumento ou diminuicdo de niveis hematolégicos (WILSON &
TAYLOR, 1993). As alteracdes dependem das espécies de peixes, da idade, do
ciclo da maturidade sexual e de doencas (RANZANI et al., 2000).

Estudos hematolégicos de peixes referentes a efeitos nutricionais
(REHULKA, 2000) e doencas infecciosas e poluentes (REHULKA, 2002a)
mostraram que 0s niveis de eritrocitos em peixes é um importante e confiavel
indicador de varias fontes de estresse do ambiente (RANZANI-PAIVA et al, 2000).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a influéncia das alteragbes do meio aquatico na populagéo de
parasitos de H. malabaricus e avaliar o potencial dos parasitos como bio-

indicadores.

Objetivos Especificos

e Monitorar mensalmente, os parametros ambientais em duas lagoas do
CEPTA/ICMBio;

e Verificar a presenca e variagdo de populacdo de metazoarios parasitos de
H. malabaricus ao longo do ano;

e Correlacionar parametros ambientais e as infrapopulagdes de parasitos dos
peixes;

e Analisar os parametros hematoldgicos, relacionando-os aos descritores

parasitologicos.
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MATERIAL E METODOS

As coletas dos exemplares de H. malabaricus (Figura 1) foram realizadas
mensalmente por um periodo de um ano, contando com apoio técnico do Centro
Nacional de Pesquisa e Conservagao de Peixes Continentais—CEPTA, sediado no
municipio de Pirassununga, SP, e vinculado ao Instituto Chico Mendes de

Conservacao da Biodiversidade—ICMBio.

Figura 1: Exemplar de Hoplias malabaricus coletado no CEPTA/ICMBio durante o

periodo de estudo (foto:Lincoln L. Corréa).

Areas de estudo

O estudo ocorreu em duas lagoas do CEPTA/ICMBio, localizadas no
municipio de Pirassununga, SP (21°55'55"S e 47°22'37"W) (Figura 2). As lagoas
foram denominadas Lagoa | e Lagoa Il. A Lagoa Il possui nascente localizada
externamente a area de estudo. A Lagoa | tem nascente prépria e se comunica
com a Lagoa ll. (Figura 3).
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Figura 3: Fotos das lagoas e suas localizagdes no CEPTA/ICMBio.1) Imagem de Satélite da area
do CEPTA/ICMBio destacando a localizagdo das duas lagoas (Lagoa Nova- |) e (Lagoa Velha- Il)
(Imagem http//google.earth.com modificado por Rubens R. Madi); 2) Foto da margem da Lagoa | ;

3) Foto da margem da Lagoa Il (fotos: Lincoln L. Corréa).
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Coletas

Os peixes foram coletados, mensalmente, de fevereiro de 2008 a margo de
2009, por meio de redes de espera em varios pontos das lagoas, alternadamente
entre as duas lagoas.

Em todas as coletas foram analisados os fatores abi6ticos como o pH,
temperatura, Total de Solutos Dissolvidos (TDS) e condutibilidade, medidos
através de aparelho multisensor.

Os exemplares de H. malabaricus foram pesados e medidos (comprimento
total).

A coleta e processamento dos metazoarios encontrados, coleta de sangue
e técnicas hematoldgicas, assim como os célculos dos descritores quantitativos do
parasitismo e as analises estatisticas estdo apresentados com detalhes nos
capitulos seguintes.

O presente estudo foi aprovado pela Comissao de Etica na Experimentacgéo
Animal CEEA/UNICAMP, Protocolo n°® 1477-1.

RESULTADOS

Os resultados obtidos foram divididos em dois capitulos:

Capitulo 1: Haematological parameters associated with the monogeneans of the
Hoplias malabaricus and its potential as an environmental indicator. (submetido a

publicacao na revista’Fish and Fisheries”)

Capitulo 2: Estudo de Metazoarios parasitos de Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Pisces: Erythrinidae) e avaliagdo destes como potenciais indicadores ambientais.
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Haematological parameters associated with the monogeneans of
the Hoplias malabaricus and evaluation of its potential as an
environmental indicator

Lincoln Lima Corréa’, Rubens Riscala Madi', Paulo Sérgio Ceccarelli® & Marlene
Tiduko Ueta'

' Department of Animal Biology, IB, Unicamp. Cidade Universitaria “Zeferino Vaz’, s/n,
CP:6109, CEP:13083-970, Campinas-SP, Brazil. Tel: 055-19-8202-0386. E-mail:
lincorre@gmail.com and lincorre@hotmail.com

SUMMARY

Haematological indices are described in Hoplias malabaricus, which were collected
from breeding ponds, associated with the parasitism by monogeneans. The
haematological parameters studied include: erythrocyte count (Er),
microhematocrit (Hct), hemoglobin (Hb), mean cell volume (MCV), mean cell
hemoglobin (MCH) and mean cell hemoglobin concentration (MCHC). There were
no significant changes in blood parameters in relation to the stage of maturation,
sex, time of collection of fish and parasitism by monogeneans. However, the fish
showed a correlation between weight / length (r = 0.89 and p <0.0001), pH /
temperature (r = 0.71 and p <0.0001). The correlations between MCV and Hct with
temperature were, respectively, r =- 0.52, p <0.0001 and r =- 0.48, p <0.0001.

There was no correlation between infection by monogeneans and haematological

! Department of Animal Biology, 1B, Unicamp. Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, s/n, CP:6109, CEP:13083-
970, Campinas-SP, Brazil.

2 CEPTA/ICMBio - Center of Research and Training in Aquaculture / National Center for Research and
Conservation of Fish Continental - Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation — Rod. SP 201, km
6,5, CP 64, CEP 13630-970, Pirassununga-SP,Brazil.
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parameters, nor between monogeneans and environmental factors, thus the
inviability to highlight the role of these parasites as environmental indicators under

the conditions and during the period of study.

Key words: Fish hematology, Hoplias malabaricus, monogeneans, ponds.

INTRODUCTION

Studies on the haematological parameters of fish are important because
they can provide relevant information regarding their physiological capacity Viljoen
& Vuren (1991), Ballarin et al. (2004), Wells et al. (2005), thus becoming a useful
tool in the evaluation of their immune system Ballarin et al. (2004), Tavares-Dias &
Moraes (2004), Tavares-Dias & Moraes (2007). Hematocrit values, hemoglobin
concentration and size of red blood cells are important indicators of the capability
to transport oxygen Graham et al. (1985), Tavares-Dias & Moraes (2004), Wells et
al. (2005), of the oxygen withdrawal from water and of oxygen delivery to tissues.

Therefore, being an indicator of ability to transport oxygen, the
hematological parameters are among the most important indicators of fish health
and also on its immune situation and are important indicators of the internal and /
or external changes in the physiology of the animals Ranzani-Paiva et al. (2000).
Studies have shown that any physiological changes due to water quality, may be
affected or not by polluting substances, will have a consequence on the values of

one or more hematological parameters Van Vuren (1986).
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Haematological changes in breeding fishes from Brazil have been reported
in Cyprinus carpio Ranzani-Paiva et al. (1987) and Piaractus mesopotamicus
Tavares-Dias et al. (1999a) infected with Argulus sp.; Mugil platanus infected with
Trypanosoma sp, Hemogregarines, Trichodina, Monogenea, copepods and
Hirudinea Ranzani-Paiva et al. (1997); Piaractus mesopotamicus and Leporinus
macrocephalus infected with Monogenoidea, Ichthyophthirius multifiliis, Trichodina
sp., Piscinoodinium pillulare and Lernaea cyprinacea Tavares-Dias et al. (1999b)
trocou para a?and Oreochromis niloticus infected with Ichthyophthirius muiltifiliis
Tavares-Dias et al. (2002).

Several studies have provided evidence that the presence of parasites is a
good indicator of environmental change Mackenzie et al. (1995), Williams &
Mackenzie (2003), Sures (2004), Marcogliese (2005). In fish, ectoparasites, such
as the monogeneans, may reflect any changes of the environment in their
reproduction, survival Khan & Thulin (1991) and population size Mackenzie et al.
(1995), Mackenzie (1999), Moles & Wade (2001), Khan (2003).

Hoplias malabaricus, fish species belonging to the family Erythrinidae, is
widely distributed in South America, except in the Trans-Andean region and the
rivers of Patagonia Nakatani et al. (2001). This species is clearly carnivorous,
feeding mainly on fish when adults. It lives in lentic water environments and is very
resistant to low levels of dissolved oxygen Silvano et al. (2001).

This study aims to analyze the haematological parameters of the H.
malabaricus, relating the epidemiological indices of monogeneans infestation and

the environmental factors of ponds.
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MATERIALS AND METHODS

Seventy-six specimens of H. malabaricus (Bloch, 1794) were caught with
gillnets in two ponds of CEPTA (Center of Research and Training in Aquaculture
/ICMBIO), located in the municipality of Pirassununga, SP (21°55'55"S and
47922'37" W). One of the ponds has its source located outside the study area. The
other was designed in 1983 to provide for the first, has its own source and
communicates with the first pond. Due to this communication, the two ponds were
considered a single collection of water. The fishes were collected monthly from
February 2008 to March 2009, alternating between the two ponds.

The abiotic factors of water such as pH, temperature, TDS (Total Dissolved
Solids) and conductivity were analyzed as measured by the multi-sensor device.

Later the fishes were sacrificed, weighed and measured and then 3ml of
blood/fish were collected from the tail vein with a syringe containing sodium citrate
3.8%. Finally, the gills were removed and placed in vials with formol solution
1:4,000 for one hour, being frequently agitated. The collected monogeneans were
fixed in 5% formol, and then mounted in Grey & Wess or Hoyer medium in order to
reveal the soft tissues and the sclerotized structures Putz & Hoffman (1963),
Kritsky et al. (1995), Eiras et al. (2000).

Blood samples were used to measure the concentration of hemoglobin
through the Collier method Collier (1944), and to measure hematocrit levels
according to Goldenfarb et al. (1971). The erythrocyte count (Er) was performed
with the indirect method Dacie & Lewis (2007). The hemoglobin concentration (Hb)

was determined by the method of cyanmethaemoglobin and microhematocrit (Hct)
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by centrifugation of whole blood (5 min/12.000 rpm). The erythrocyte indices and
mean corpuscular volume - MCV (Hct / Er x 10), mean corpuscular hemoglobin -
MCH (Hb / Er x 10) and mean corpuscular hemoglobin concentration - MCHC (Hb /
Hct x 100) were calculated according to Dacie & Lewis (2007).

The leukocytes and blood cells of defense was determined in blood smears
stained with May-Grunwald-Giemsa, according to the methods described by
Rosenfeld (1947) and Dacie & Lewis (2007), respectively.

The values of prevalence, mean intensity and abundance of parasites were
calculated according to Bush et al. (1997).

To calculate the relationship between intensity of infestation, sex and stage
of sexual maturity and hematological parameters of fish, was used the Pearson
Correlation Coefficients. The data were logarithimized, for the analysis of variance,
and Duncan's Multiple Range Test, was applied through the PROC GLM
procedure. The statistical analyzes were performed with the SAS software (SAS
Inc., 1996).

The study was in accordance with the Ethics Committee in Animal

Experimentation CEEA/ UNICAMP, Protocol n°1477-1.

RESULTS

The prevalence of monogeneans (P) in 76 fish was 97.36%, the mean
intensity (1) was 3.17+0.39 and the average abundance was 3.07+0.69.
During the period of collect, the water temperature ranged between 19.1 and

28.7 ° C (25.4 + 2.9°C), the pH from 7,2 to 9.4 (8.8 £ 0.7), the conductivity from 9,3



23

to 40,1uS/cm (20,0£10,7 pS/cm) and TDS from 4.5 to 11.0 mg/l (8.0 £ 2.6 mg/l).
The Pearson correlation coefficient showed a positive correlation between pH and
temperature (r = 0.71; p <0.0001), while the conductivity was negatively correlated
with pH and temperature (r=-0.71; p<0.0001 and r =-0.89; p<0.0001 respectively).
The TDS also showed negative correlation with pH and temperature (r=-0.46;
p<0.0001 and r=- 0.54; p<0.0001 respectively).

The length of the seventy-six fish analyzed ranged from 16 to 38.5 cm (25.9
+ 5.4 cm) and their weight, from 45 to 640g (228.1 + 140.4 g). The Pearson
correlation coefficient determined a positive correlation between length / weight (r
=0.89; p<0.0001). There was no significant correlation between the fish biometry
and water parameters, or with the frequency of monogeneans.

The erythrocyte of the H. malabaricus coming from the ponds is described in
Table 1.

According to Pearson’s correlation coefficient, there was no relationship
between the fish erythrocyte/biometrics or the monogeneans
erythrocyte/frequency, but red blood cell count was correlated with some
environmental factors (Table-2).

Analyzing only the blood cells of the H. malabaricus, especially the
erythrocyte, a negative relationship between blood cells erythrocyte/leukocyte
(r=0.78; p<0.0001) and erythrocyte/thrombocyte (r=-0.48; p<0.0001) could be
observed. There was no correlation between erythrocyte and hematocrit, but there
was a positive correlation between hematocrit and mean corpuscular volume
Hct/MCV (r = 0.93; p <0.0001) and negative correlation between hematocrit and

mean corpuscular hemoglobin concentration Hct/MCHC (r=-0.80; p<0.0001). There
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was no correlation between the number of red blood cells in relation to hemoglobin
concentration, nor in relation to the concentration of corpuscular hemoglobin (Table

3).

DISCUSSION

The H. malabaricus is tolerant to low concentrations of dissolved oxygen
and inhabitant of lentic, shallow waters with abundant aquatic vegetation Taphorn
(1992), Shibatta et al. (2002). Therefore, one can assume that the environment the
fish inhabits can be the determiner of the parasites that co-inhabit it.

Monogeneans as indicators of environmental changes have been cited by
Mackenzie et al. (1995), who claimed that the low level of pollution can have
effects on some ectoparasites by increasing their reproduction and consequently
the population of such parasites.

In this work, despite the high prevalence of infection, correlation between
monogeneans and environmental parameters was not observed, preventing the
characterization of these ectoparasites as environmental indicators in the studied
ponds. Nonetheless, a recent study described by Madi & Ueta (2009)
demonstrated the role of the Ancyrocephalinae (Monogenea: Dactylogyridae),
parasite of the Geophagus brasiliensis, as an environmental indicator in two
separate reservoirs of plants. However, these authors reported nean intensity
values greater than registered in this study.

Many parasites can live in the host without causing it any damage Thatcher

(1981). In the present study, apparently the ectoparasitism by monogeneans did
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not alter the haematological parameters of the H. malabaricus. This is probably
due to a balance between parasite and host, balance which, according to what is
known, can be modified by any changes in water quality and/or sudden changes in
temperature Ranzani-Paiva et al (1997). The current result was similar to the
results obtained by Ranzani-Paiva et al (1997) with the study of Mugil platanus
parasitized by monogeneans and also those obtained by Kurovskaya & Osadchaya
(1993) when studying Cyprinus carpio parasitized by Ichthyophthirius gill. On the
other hand, other authors have reported significant parameters changes in the
erythrocyte of C. carpio infested with monogeneans Hines & Spira (1974),
Ranzani-Paiva et al. (1987), Pavanelli & Santos (1991).

Studies show that the hematological parameters such as Hct, MCV and
MCH, point to changes in relation to the water quality Van Vuren (1986), especially
those related to temperature, TDS and conductivity. In this study, the number of
erythrocyte had significant correlation with conductivity (Table 2), the result
reinforces that the theory of these cells are an important and reliable indicator of
several sources of environmental stress Ranzani-Paiva et al. (2000).

The function of thrombocytes in fishes is still controversial Lopes et al.
(1997). These cells, whose role in blood coagulation is well described, are found in
birds, reptiles, amphibians and also in fishes. Although they do not belong to the
family of the leukocyte cell, their participation in inflammatory exudates and their
phagocytic activity has been discussed and their role in the organic defense has
been indicated in several animal species Grecchi et al. (1980), Dias & Sinhorini
(1991), (1992), Matushima & Mariano (1996). Hence, leukocytes and thrombocytes

have been included in a single block, designated as blood cells of organic defense
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Tavares-Dias et al. (1998a,1998b,1998¢,1998d). In this work, there was evidence
of negative correlation between blood cells erythrocyte/leukocyte and
erythrocyte/thrombocyte. Other work report that the mean number of total
thrombocytes in teleosts of freshwater may vary between 2,000 and 68,400 uL of
blood Ueda et al. (1997), but in the H. malabaricus it ranged from 28,200 to 76,000
uL of blood Camargo et al. (1986). What we can be observed, is that the
thrombocytes in this study ranged from 2,960 to 56,840 uL of blood and are in
agreement with other literature when correlated with TDS (Table 2) but not with

infection by monogeneans, suggesting equilibrium in the interaction host-parasite.

CONCLUSION

The results of this study display that despite the high prevalence of
monogeneans there were no changes in hematological parameters in H.
malabaricus, enabling the assumption that there is a balance between the
monogeneans, fish and the environment. It was possible to notice that
hematological parameters are tools of great susceptibility to environmental
changes. In this study there was no evidence of monogeneans as environmental

indicators.
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Table 1 - Amplitude, average and standard deviation of erythrogram count of
Hoplias malabaricus collected from the ponds, in the period from February 2008 to
March 2009

Erythrogram Amplitude Average Standard Deviation
Hct (%) 8-75 29.61 +13.44

Er (10°uL) 1.57-3.23 2.65 +0.39

Lk (pL) 6,460-74,400 32,953 * 16,894

Tb (uL) 2,960-56,840 15,633 + 10,961

Hb (g/dL) 2.14-2.73 2.32 +0.09

MCV (fl) 28.99-388.60 116.78 1 64.94

MHC (pg) 6.85-14.74 8.99 +1.67
MCHC (%) 2.99-31.98 9.33 +4.16

Hct = Hematocrit; Er = Erythrocyte; Lk = Leukocyte; Tb = thrombocytes; Hb = hemoglobin, MCV =
Mean Corpuscular Volume, MCH = Mean Corpuscular Hemoglobin, MCHC = mean corpuscular
hemoglobin concentration.
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Table 2 - Correlation between environmental parameters and red blood cells of the
Hoplias malabaricus collected from the ponds, in the period from February 2008 to

March 2009.

Erythrogram pH Temperature TDS Conductivity
Hct (%) 0.19 0.48™* 0.45~ 0.50"

Er (10°uL) 0.24 0.36 0.34 0.44**

Lk (L) 0.10 0.20 0.06 0.21

Tb (uL) 0.10 0.26 0.49* 0.37

Hb (g/dL) 0.07 0.08 0.11 0.01
MCV (fl) 0.24 0.52** 0.47* 0.55*
MCH (pg) 0.26 0.40 0.33 0.43~
MCHC (%) 0.17 0.32 0.37 0.39

Hct = Hematocrit; Er = Erythrocyte; Lk = Leukocyte; Tb = thrombocytes; Hb = hemoglobin, MCV =
Mean Corpuscular Volume, MCH = Mean Corpuscular Hemoglobin, MCHC = mean corpuscular

hemoglobin concentration.

(*) Positive correlation (p <0.0001), (**) negative correlation p <0.0001.
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Table 3 - Correlation (r) of blood cells in relation to the Mean Corpuscular Volume,
Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration Mean and Corpuscular Hemoglobin
Concentration in Hoplias malabaricus collected from the ponds, in the period from
February 2008 to March 2009.

Erythrogram Er (1 OSuL) Lc (uL) Tb (L)
Hb (g/dL) 0.08 0.04 0.12
MCV (fl) 0.53** 0.32 0.41
MCH (pg) 0.95** 0.72* 0.42
MCHC (%) 0.12 0.03 0.21

Er = Erythrocyte; Lk = Leukocyte; Tb = thrombocytes; Hb = hemoglobin, MCV = Mean Corpuscular
Volume, MCH = Mean Corpuscular Hemoglobin, MCHC = mean corpuscular hemoglobin
concentration.

() No correlation; (*) positive correlation (p < 0.0001), (**) negative correlation p <0.0001.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi realizar levantamento das espécies de metazoarios de
Hoplias malabaricus (trairas) oriundos de lagoas, bem como investigar a interacédo
destes com os fatores ambientais. O estudo foi realizado com 187 trairas oriundas
de duas lagoas do CEPTA/ICMBIo, localizado no municipio de Pirassununga, SP
(21955'55"S e 47°22'37"W), no periodo de fevereiro de 2008 a marco de 2009.
Pelo teste de Duncan néao foi observado diferenga significativa em relagdo ao sexo
dos peixes e intensidade de infeccdo de parasitos entre as lagoas. Porém,
verificou-se uma diferenca significativa em relacdo ao estagio de maturacéao

sexual dos peixes e intensidade de infecgdo na Lagoa | (p=0,002), mas ndo na

* 0 trabalho esté redigido nos moldes da Revista Fish and Fisheries.

4 Departamento de Biologia Animal, 1B, Unicamp. Cidade Universitdria “Zeferino Vaz”, s/n, CP:6109,
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> Centro Nacional de Pesquisa e Conservagao de Peixes Continentais (CEPTA), Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), Rod. SP 201, Km 6.5, Caixa Postal 64, CEP 13630-970,

Pirassununga, SP, Brasil.
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Lagoa Il. Houve também na Lagoa | correlacdo significativa do peso e
comprimento dos peixes em relagdo a intensidade de infeccao (r=0,50; p<0,0001 e
r=0,42; p<0,0001 respectivamente). Na Lagoa Il a correlagdo também foi
significativa para os mesmos parametros respectivamente (r=0,405; p<0,001) e
(r=0,385; p<0,001). Contudo, a intensidade média de parasita diferiu
significativamente entre as lagoas estudadas. Porém nao houve confirmacao de
que as comunidades de metazoarios parasitos possam ser utilizadas como

indicadores ambientais, provavelmente pelo curto periodo de observacao.

Palavras-chave: ictioparasitos, metazoarios, bioindicador ambiental, Monogenea,

Brasil.

ABSTRACT

The aim of this study was to survey the species of metazoan of Hoplias
malabaricus (trairas) come from lakes, and to investigate the interaction of these
with environmental factors. The study was conducted with 187 trairas collected in
two ponds CEPTA / ICMBiIo, located in the city of Pirassununga, SP (21 © 55'565 "S
and 47 ¢ 22'37" W), from February 2008 to March 2009. Duncan's test was no
significant difference in relation to sex of fish and intensity of infection of parasites
among ponds. However, there was a significant difference in the stage of sexual
maturation of fish and intensity of infection in the Lake | (p = 0.002), but not in the

Lake Il. There was also Lagoon | significant correlation between weight and length



41

of fish in the intensity of infection (r = 0.50, p <0.0001 and r = 0.42, p <0.0001
respectively). In Pond Il the correlation was also significant for the same
parameters, respectively (r = 0.405, p <0.001) and (r = 0.385, p <0.001). However,
the mean intensity of parasites differed significantly between the lakes studied. But
there was no confirmation that the communities of metazoan parasites can be used

as environmental indicators, probably for a short period of observation.

Keywords: fish parasites, metazoan, environmental bioindicator, Monogenea,

Brazil.

INTRODUCAO

Diversos trabalhos tém fornecido evidéncias de que os parasitos de peixes
sdo bons indicadores de alteracdo ambiental (MACKENZIE et al, 1995;
WILLIAMS & MACKENZIE, 2003; SURES, 2004; MARCOGLIESE, 2005),
principalmente porque a transmissdo de parasitos pode estar alterada em
ambientes poluidos (MACKENZIE et al., 1995, LAFFERTY,1997, VALTONEN et
al. 1997, WILLIAMS & MACKENZIE, 2003). Os ectoparasitos, pelo contato direto
com o ambiente, podem sofrer efeito de poluentes, alterando a reproducédo, e
sobrevivéncia (KHAN & THULIN, 1991) afetando o tamanho das populagdes
(MACKENZIE et al., 1995; MACKENZIE, 1999; MOLES & WADE, 2001; KHAN,
2003).

Segundo Overstreet (1997) parasitos monoxénicos sao ricos em

abundancia e prevaléncia, e quando as condicdes ambientais sdo alteradas
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drasticamente, podem aumentar em nuamero, em resposta a uma diminuicdo da
resposta imune do hospedeiro.

Endoparasitos, por outro lado, sdo geralmente heteroxénicos e podem ser
mais protegidos das alteracbes ambientais, mas proporcionam uma reagao
imediata a menor concentracdo de poluentes. Com isso, a poluicdo geralmente
afeta endoparasitos pela eliminacdo ou reducdo dos potenciais hospedeiros
intermediarios. Neste contexto os trematdédeos digenéticos sdo considerados
parasitos indicadores, por requererem dois ou mais hospedeiros para completar o
ciclo (POULIN, 1992; MARCOGLIESE & CONE, 1997; MACKENZIE, 1999;
MARCOGLIESE, 2005).

Estudos mostraram que as prevaléncias de digenéticos declinam com a
degradacao do meio aquatico (ROBSON & WILLIAMS 1970 POHLEY 1976). Cort
et al. (1960) foram os primeiros a fazer tal comparacdo, afirmando que a
diversidade de larvas de digenéticos e a riqueza de espécies declinaram em lagos
de Michigan em um periodo de 20 anos. Eles também observaram um aumento
consideravel das areas antropizadas e uma reducdo nas populacdes de aves,
durante esse tempo de estudo.

No entanto, analises ao nivel de comunidades de parasitos relacionadas
aos impactos ambientais raramente tem sido realizadas nos ecossistemas de
agua doce (VALTONEN et al., 1997; LANDSBERG et al., 1998; HALMETOJA et
al., 2000; GALLI et al., 2001; HERNANDEZ et al. 2007).

Este trabalho tem como objetivo, associar a anélise de fatores ambientais e

o parasitismo de Hoplias malabaricus, como possivel bioindicador ambiental.
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MATERIAIS E METODOS

Cento e oitenta e sete exemplares de H. malabaricus (Bloch, 1794), foram
capturados com rede de espera em duas lagoas do CEPTA/ICMBio, localizadas
no municipio de Pirassununga, SP (21°55'55"S e 47°22'37"W). As lagoas foram
denominadas Lagoa | e Lagoa Il. A Lagoa Il possui nascente localizada
externamente a area de estudo, e a Lagoa | foi idealizada para alimentar os
tanques de outra area, tem nascente prépria e se comunica com a Lagoa Il. Os
peixes foram coletados, mensalmente de fevereiro de 2008 a marco de 2009,
alternadamente entre as duas lagoas.

Em todas as coletas foram analisados os fatores abibticos como o pH,
temperatura, TDS (Total de Solutos Dissolvidos) e condutibilidade, medidos
através de aparelho multisensor.

Apos serem identificados e tomados os dados biométricos dos peixes, as
branquias foram retiradas e colocadas em frasco com formalina 1:4000 para
posterior coleta dos ectoparasitos. Os helmintos de narinas foram coletados com a
lavagem destas com formalina 1:4000. Para a coleta dos endoparasitos, os peixes
foram eviscerados, através de uma incisdo longitudinal sobre a linha mediano-
ventral das nadadeiras peitorais até o anus, examinando a cavidade abdominal,
sistema digestério e érgaos anexos, bexiga natatéria, sistema excretor, gbnadas,
coracdo, musculatura e também os globos oculares. Os parasitos encontrados
foram coletados, separados e tratados conforme procedimentos de fixacdo e

conservacao apropriados para cada Filo/Classe.
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Os helmintos foram preparados conforme AMATO et al. (1991). A
identificacdo dos parasitos foi feita seguindo: YAMAGUTI (1958, 1959, 1961);
TRAVASSOS et al.(1969); WOODLAND (1933 a,b,c, 1934 a,b,c, 1935 a); FREZE
(1965) e REGO & PAVANELLI (1992).

As Monogenea foram preparadas com meios de montagem Grey & Wess
ou Hoyer, para evidenciar os tecidos moles e destacar as estruturas esclerotizadas
respectivamente. Os Digenea e Cestoda foram corados pelo carmim cloridrico de
Langeron ou hematoxilina de Delafield, clarificados e montados em laminas
permanentes com Balsamo do Canada.

Os valores de prevaléncia, intensidade, intensidade média, abundancia
parasitaria média e dominancia média relativa foram calculados de acordo com
BUSH et al., (1997).

Foram calculadas as relagdes entre a intensidade média de infeccéao, sexo
e estagio de maturidade sexual dos peixes, os dados foram logaritimizados
quando necessario, feitas andlises de variancia e aplicado o teste de comparacdes
multiplas de médias de Duncan e o teste de correlagdo linear de Pearson
relacionando a prevaléncia, a intensidade média de infeccdo, os parametros
biolégicos do hospedeiro (peso, comprimento e estdgio de maturacdo) e os
parametros ambientais calculados conforme MARGOLIS et al. (1982).

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
estatistico SAS (SAS Inc.,1996). Os testes nao paramétricos foram realizados com

auxilio do programa BioStat 4.0 (AYRES et al.,2006).
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RESULTADOS

Dos 187 peixes analisados, 90 foram da Lagoa | sendo 40 fémeas e 50
machos, e 97 da Lagoa Il, com 49 fémeas e 48 machos. Em relagédo as trairas
coletadas na Lagoa | a média do peso foi de 204 £ 135g e o comprimento 24 +
5,4cm. Enquanto que na Lagoa Il a média do peso dos peixes foi de 250,1 +
129,89 e o0 comprimento 27 £ 4,7cm.

Todos os peixes analisados estavam parasitados com pelo menos duas
espécies diferentes de metazoarios. A Tabela 1, expressa a intensidade média de

infecgao nas duas lagoas.

Tabela 1: Intensidade média dos metazoarios de Hoplias malabaricus das Lagoas
| e Il durante o periodo de coleta de Fevereiro de 2008 a Marco de 20009.

Metazoarios Lagoall Lagoal ll
Contracaecum sp. t 31828 13663
Ithyoclinostomum dimorphum t 18 8
Monogenea™™ © 2525 2977
Eustrongylides sp. t 82 5
Procamallanus (Spirocamallanus) hilarii © 4 5
Goezia sp. 8 0
Digenea (metacercaria) 1' 3 0

t larvas, 1' metacercaria na superficie do corpo nao identificada, © adultos e *** Classe
Monogenea (espécies ndo identificadas).

A prevalencia e a intensidade de infec¢ao variaram ao longo do periodo de
coleta, sendo que, as monogeneas e os Confracaecum sp. foram os mais

prevalentes e com maior numero de espécimes (Figura 1).
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Figura 1 : Intensidade média de infeccao de Contracaecum sp. e Monogenea durante os
méses de Coleta

Em relacdo ao Contracaecum sp., espécie mais frequente, a prevaléncia,
intensidade média, abundancia média e dominéancia média relativa, na Lagoa |,
foram respectivamente p=100%; i=497,5 larvas/peixe e dr=0,95 em Setembro e
Dezembro de 2008 p=100%; i=404,5 larvas/peixe e dr=0,87. Em Margo de 2009
os valores foram p=100%; i=391,5 larvas/peixe e dr=0,82.

Na Lagoa Il em Agosto de 2008 os valores foram p=100%; i=647,8
larvas/peixe e dr=0,97, em Fevereiro 2009 p=100%; i=100,8 larvas/peixe e dr=0,77

e em Margo de 2009 p=100%; i=207,5 larvas/peixe e dr=0,73.
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Os valores dos parametros ambientais descrevem uma diferenga discreta
entre as lagoas, sendo que na Lagoa |, a média do pH foi 8,8 + 0,7, da
temperatura 24,9 + 2,7° C , TDS 8,2 + 2,7 mg/l e condutibilidade 21,1 + 11,2. Na
Lagoa Il a média do pH foi 8,5 + 1,3, da temperatura 26,2 + 2,6° C, TDS 9,6 + 6,3
mg/l e condutibilidade 21,7 + 18,9.

A correlagédo entre os valores ambientais encontrados na Lagoa |
apresentaram uma relacao positiva entre a TDS/condutibilidade (r=0,79; p<0,0001)
e entre a temperatura/pH (r=0,59; p<0,001). Enquanto que ficou evidenciada uma
relacéao negativa entre pH/condutibilidade (r=-0,68; p<0,0001),
temperatura/condutibilidade (r=-0,86; p<0,0001), pH/TDS (r=-0,44; p<0,0001),
temperatura/TDS (r=-0,44; p<0,0001).

Na Lagoa Il a relacdo positiva ocorreu com pH/condutibilidade (r=0,51;
p<0,0001) e TDS/condutibilidade (r=0,88; p<0,0001). E uma relacdo negativa
temperatura/pH (r=-0,40; p<0,0001), temperatura/TDS (r=-38; p<0,0001) e
temperatura/condutibilidade (r=-0,69; p<0,0001).

Os parametros ambientais foram medidos e correlacionados com a
intensidade média dos parasitos encontrados e com peso/comprimento dos peixes
coletados em cada lagoa, sendo que essas variaveis estdo apresentadas na
(Tabela 2). Na Tabela 2, esta descrito também, as relagdes entre a biometria dos
peixes coletados com a intensidade de infeccdo dos metazoarios de H.

malabaricus.
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Tabela 2- Dados referentes a correlacao valor de (r) dos parametros abiéticos, dos
metazoarios, da biometria de Hoplias malabaricus das lagoas durante o periodo
de fevereiro de 2008 a margo de 2009.

Parametros Ambientais Biometria dos
peixes
Metazoarios ———
pH Temperatura TDS Condutibilidade Peso Comp
°C mg/l uS (9) (cm)

LI
Contracaecum sp. t 0,43~ -0,56** 0,66~ 0,56* 0,46™ 0,36
Ithyoclinostomum -0,04 0,04 0,20 0,06 0,14 0,16
dimorphum t
Monogenea™™ © 0,00 -0,23 0,00 0,10 0,32 0,31
Eustrongylides sp. T -0,11 -0,14 0,17 0,15 0,01 0,01
Procamallanus
(Spirocamallanus) 0,11 0,01 0,11 0,00 -0,02 -0,02
hilarii ©
Goezia sp. 0,08 0,01 0,08 0,00 0,06 0,08
Digenea - - - - - -
(metacercaria) 1’
Li
Contracaecum sp. t 0,39* -0,46™~ -0,03 0,28 0,37 0,33
Ithyoclinostomum 0,12 0,07 -0,13 -0,13 0,02 0,08
dimorphum t
Monogenea*** © 0,23 0,14 -0,22 -0,24 0,36 0,44~
Eustrongylides sp. T -0,04 -0,35** 0,01 0,21 0,18 0,14
Procamallanus
(Spirocamallanus) -0,03 -0,03 -0,03 -0,04 0,16 0,12
hilarii ©
Goezia sp. - - - - - -
Digenea - - - - - -
(metacercaria) 1’

LI= Lagoa |, Lll= Lagoa I, T larvas, 1' metacercaria na superficie do corpo nao identificada, ©
adultos, () valores que ndo ocorreram correlagdo, * correlagédo positiva (p<0,0001), ** correlacao
negativa (p<0,0001) e *** Classe Monogenea (espécies nao identificadas).
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N&ao houve relacao entre intensidade parasitaria média e 0 sexo dos peixes
em nenhuma das lagoas, entretanto houve uma relagcdo entre a intensidade
parasitaria média e o estagio ¢ de maturacéo na Lagoa | (p=0,002).

As sete espécies de metazoarios encontrados em trairas nas duas lagoas
estdo descritas na Tabela 3, discriminando estagio evolutivo, intensidade de

infeccdo (médias e desvio padrao), prevaléncia e abundancia de cada espécie.

Tabela 3. Metazodrios parasitos de Hoplias malabaricus, prevaléncia, intensidade
de infeccdo e abundancia média das duas lagoas estudadas no periodo de
fevereiro de 2008 a marco de 2009.

LIl LI

Parasitos P (%) | A P (%) | A
Contracaecum sp. 95,8  146,9+201,9 140,8 100 357,2+382,1 353,6
Ithyoclinostomum 3 1,340,7 0,08 9,4 1,340,7 0,2
dimorphum t
Monogenea *** © 89,6 32,2432,5 31,6 84,4 33,2+35,1 31,5
Eustrongylides sp. t 3 2+0,8 0,08 15,5 3,213 /4 0,9
Procamallanus 2 2+1,4 0,04 3,3 1,3+0,5 0,04
(Spirocamallanus) hilarii ©
Goezia sp. - - - 1,1 8 0,08
Digenea (metacercaria) 1’ - - - 1,1 0,01+0,10 0,03
P-prevaléncia, |- intensidade e A- abundancia média, t larvas, t' Digenea metacercaria de

supeficie, © adulto e () desvio padrdo.Lll- Lagoa II; LI- Lagoa | e e *** Monogeneas nao

identificadas
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DISCUSSAO

H. malabaricus foi escolhida para este trabalho devido ser esta uma espécie
adaptada a viver em ambientes diversos, ou seja, tem grande plasticidade
ecolégica sendo apta a sobreviver em ambientes pouco oxigenados
(FERNANDES et al.,, 1993; SUNDIN et al, 1999), além de apresentar grande
resisténcia aos periodos de privacao de alimento (RIOS, 2001; RIOS et al., 2002).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que, dentre os
metozoarios, os endoparasitos sdo os principais componentes da comunidade
parasitaria, com maior numero de nematodeos. Em H. malabaricus os estagios
larvais de digenéticos e a presenca de larvas de nematddeos tém sido registrados
com maior freqiéncia (MACHADO et al, 1996; GUIDELLI et al., 2003). Em
relacdo aos nematédeos, observa-se que a maioria dos registros ocorreu por
larvas de Contracaecum sp. (Anisakidae) (MACHADO et al., 1996; GUIDELLI et
al., 2003; MARTINS et al., 2003; MADI & SILVA, 2005). Este parasito na fase
adulta é encontrado, preferencialmente, em aves piscivoras (VICENTE et al,
1995). A alta prevaléncia de Contracaecum sp. observada neste trabalho pode ser
devido a presenca de aves, pois foram vistas diversas espécies frequentando as
lagoas como Garca branca (Casmerodius alba), Amazoneta (Amazonetta
brasiliensis), Socd grande (Ardea cocoi), Martins pescador pequeno (Choroceryle
americana), Martins pescador grande (Ceryle torquatus), Bigua (Phalacrocorax
brasilianus), Biguatinga (Anhinga anhinga)e Garca branca pequena (Egretta thula).

Diferentes espécies de peixes podem atuar como hospedeiros

intermediarios, paraténicos ou como definitivo. Quando atuam como hospedeiro



51

paraténico, os peixes adquirem o parasito pela predacdo de outros peixes
menores, que por sua vez se infectam ingerindo copépodes, moluscos
gastropodos ou diretamente os invertebrados e ainda a propria larva de
Contracaecum no seu estagio de vida livre (MADI & SILVA, 2005). Madi e Silva
(2005) registraram larvas de Contracaecum sp. (L3) em Geophagus brasiliensis e
ressaltaram que este peixe faz parte da dieta alimentar de H. malabaricus no
reservatério de Jaguari, assim como observado por Santos et al. (2003) no
Reservatorio de Lajes. Estes relatos corroboram os resultados de Paraguassu et
al. (2005) e os destes estudo, onde se observa intensidade de infeccao alta por
larvas de Contracaecum sp. em H. malabaricus, devido provavelmente a predacao
de peixes menores, caracterizando infeccdo cumulativa.(Tabela 2). No entanto, os
dados de Paraguassu et al., (2005), relatando prevaléncia de 14% de
Contracaecum sp., diferem deste trabalho, onde H. malabaricus da Lagoa Il
apresentou valores de prevaléncia de 95,8% e na Lagoa |, a prevaléncia de 100%.

A intensidade parasitaria de larvas de Contracaecum sp. em trairas foi alta,
semelhante ao observado no trabalho de Weiblem & Brandao, (1992) que
registraram larvas de Contracaecum sp como a espécie mais freqlente em aguas

da Regiao de Santa Maria no Estado do Rio Grande do Sul.

A intensidade alta de larvas de Contracaecum sp./peixe nas coletas
realizadas em setembro e outubro, meses onde predominaram peixes em estagio
C de desenvolvimento sexual, pode ser devida a maior frequéncia de alimentacgéo,

motivada pelas necessidades reprodutivas. Este periodo reprodutivo coincide com
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o relatado por Araujo-Lima & Bittencurt (2001) para H. malabaricus da Amazdnia
Central.

A correlacao dos parametros ambientais em relacdo aos monogeneas nao
foi significativa, mesmo com uma prevaléncia alta de 89,6% na Lagoa Il e 84,4%
na Lagoa I. Isso provavelmente se deve a um equilibrio entre a presenca de
monogeneas, 0S peixes € 0 meio ambiente, o qual pode ser modificado por
alteracées na qualidade da agua e/ou por mudancas bruscas de temperatura
(RANZANI-PAIVA et al.,(1997).

A presenca de determinados parasitos, como alguns nematddeos, parece
estar relacionada mais a teia alimentar do que propriamente a especificidade dos
parasitos (MADI & SILVA, 2005). O habito alimentar da traira varia paralelamente
as alteracoes ontogenéticas, sendo que nas primeiras fases de vida, a alimentgcéao
consiste de plancton, posteriormente de insetos e mais tarde, na fase adulta,
predominantemente ictiéfaga (MADI & SILVA, 2005).

A influéncia da poluicdo sobre os endoparasitos acompanha o0s niveis
troficos, sendo que a dinamica de um menor nivel tréfico afeta a dos niveis
subsequentes. Assim, a alta prevaléncia e abundancia de espécies de parasitos
pode indicar, presumivelmente, um ambiente saudavel, sugerindo que o0s
hospedeiros intermediarios e definitivos estao presentes (OVERSTREET, 1997).

Neste estudo, os resultados divergiram dos realizados por Machado et al.
(1996) e Guidelli et al. (2003) com peixes provenientes do rio Parand, e pode ser
considerado como reflexo das caracteristicas e/ou das condicbes ambientais.
Porém, corrobora com o estudo realizado por Carney & Dick (2000), onde se

observou baixa diversidade parasitaria em lagos. Assim, pode-se concluir que,
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embora com baixa diversidade parasitaria, os resultados aqui encontrados
refletem o tipo de ambiente (lagoas), e nao alteracdes resultantes de influéncia
antrépica, e ainda, sugerindo um equilibrio na interacao parasito-hospedeiro.
Todavia, estudos de maior duragdo serao necessarios para compreensao
das associagdes entre as comunidades de parasitos e os aspectos bidticos e
abiéticos do ambiente, para que se possa confirmar ou nao, a possibilidade de

utilizacado de metazoarios de H. malabaricus como indicadores ambientais.

CONCLUSAO

No presente estudo, Monogenea e as diferentes espécies de endoparasitos,

nao atuaram como indicadores ambientais.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que, apesar da alta prevaléncia
de monogeneas ndo houve alteragdes nos parametros hematolégicos em H.
malabaricus.. Foi possivel verificar que o0s parametros hematolégicos sao
ferramentas de grande sensibilidade em relagcdo as alteracbes ambientais. No
presente estudo verificou-se ainda que Monogeneas e as diferentes espécies de

endoparasitos ndao atuaram como indicadores ambientais.
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