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RESUMO

Sete espécies de Odontesthes sdo registradas no extremo sul do Brasil, duas delas,
Odontesthes bonariensis ¢ O. argentinensis € mais quatro outras espécies ndo possuem sinal
filogenético para diferencia-las. As duas espécies supracitadas despertam grande interesse
econdmico sdo de origem marinha e estdo distribuidas em diferentes habitat: O. bonariensis
ocorre nas Lagoas Mangueira (LMA) e Mirim (LMI) (4gua-doce) e O. argentinensis ocorre no
Estuario da Lagoa dos Patos (ELP) (euriahilas) e na regido maritima (RM) e ambos os ambientes
estao localizados na planicie costeira. Os ectoparasitos branquiais sdo utilizados também como
modelos ambientais, os quais tém suas patologias usadas como biomarcadores histoldgicos. J4 os
modelos de coevolucdo sdao dados a partir das interagdes historicas entre hospedeiro e parasito.
Neste contexto, as diferengas ambientais apresentadas por estes sistemas de lagoas podem
possibilitar a ocorréncia de diferentes assembleias parasitarias nos peixes ao longo de diferentes
habitat como na RM e no ELP. Assim, estes ambinetes podem fornecer diferentes condigdes de
infestacdo por ectoparasitos e mesoparasitos em O. bonariensis e O. argentinensis do sistema de
lagoas do extremo sul do Rio Grande do Sul. O mesmo aspecto ¢ esperado para algumas
alteracdes histopatologicas nas branquias relacionadas ao parasitismo. A Dissertacdo foi dividida
em dois capitulos. O Capitulo I, tratou da assembleia de ectoparasitos e mesoparasitos de
Odontesthes, no extremo sul do Brasil. Neste capitulo foram estudadas dois espécies de
Odontesthes em diferentes habitats (LMA, LMI, ELP e RM). Foram capturadas 145 especimes
de O. bonariensis (LMA=100, LMI=45) em 82 O. argentinensis (ELP=58, RM=24): em quanto
aos registros de parasitoas; LMA se registrou o ectoparasito Braga patagonica (n=22) e
mesoparasito Artystone trysibia (n=16), na LMI foram registradas ectoparasitos de
Gauchoergasilus euripedesi (n=2) e Ergasilus sp. (n=2). No O. argentinensis se registraram 261
especimens de Ergasilus lizae distribuiodos em: ELP (149) e RM (112). A correlagdo de
Spearman da abundancia absoluta de E. lizae com o comprimento total (CT) de O. argentinensis
do ELP e da RMA foi positiva média, enquanto que a correlagdo para B. patagonica e A. trysibia
foi negativa, fraca e média, respectivamente. As comparacdes da prevaléncia (P%), abundancia
média (AM) e intensidade média de infeccao (IMI) para E. lizae de O. argentinensis por habitat
ndo apresentou diferenca. Os indices parasitologicos relativos aos Isopoda de O. bonariensis na
LMA para B. patagonica e para A. trysibia indicaram uma parasitose homogénea, com poucos
hospedeiros parasitados. O Capitulo II, abordou sobre a histopatologia das branquias de juvenis
de O. argentinensis causadas por E. lizae. Espécimes de E. lizae do ELP causaram
estrangulamento e erosdo circular ao longo de todas as lamelas primarias de O. argentinensis.

Também foram observadas anormalidades teciduais, necroses, hipertrofias e branquite catarral.



A resposta defensiva do hospedeiro aos danos nos tecidos foi similar a queratose. Todos esses
danos histoldgicos sdo fatores importantes € que causam alteracdes nas trocas gasosas € na

osmorregulagdo dos hospedeiros juvenis.

Palavras-chave: Ergasilidae, Cymothoidae, Infestacdo, Estuario da Lagoa dos Patos, Lagoa
Mirim, Lagoa Mangueira, Peixe-rei.

ABSTRACT
Seven species of Odontesthes are recorded in the southern Brazil, two of them, Odontesthes
bonariensis and O. argentinensis and four other species haven't a phylogenetic sign to differentiate
them. The two cited species present strong economic interest, and marine origin and they are
distributed in different habitats: O. bonariensis occurs at the Mangueira and Mirim Lagoons
(freshwater) and O. argentinensis occurs at the Estuary of Lagoa dos Patos and the sea, comprising
the coastal plain. The interactions between host fish and their parasites within these habitats provide
models for ecological and evolutionary patterns. The ecological studies are based on the values of
the parasitological indexes, allowing populational inferences. Gill’s ectoparasites are also applied
environmental models, which have their pathologies used as histological biomarkers. Already the
models of coevolution are given from the historical interactions concerning to host-parasite
interactions. In this context, the differences presented by these lacunar systems can allow the
occurrence of different types of parasites in the fish along of different habitats in the marine region
(RM) and in the Patos Lagoon estuary (ELP) which can offer different conditions of infestation by
ectoparasites and mesoparasites on O. bonariensis and O. argentinensis from the lagoon system from
southern Rio Grande do Sul. The same parasitological aspect is expected to some histopathological
changes in the host’s gills. The Dissertation was divided into two chapters. Chapter I deals with the
assembly of ectoparasites and mesoparasites of Odontesthes, in southern Brazil. In this chapter five
species of Crustaceans were recorded: Ergasilus sp. and Gauchergasilus euripidesi (Copepoda,
Ergasilidae) of O. bonariensis from LMI. Ergasilus lizae (Copepoda, Ergasilidae) was reported of O.
argentinensis from the ELP and RM. Braga patagonica and Artystone trysibia (Isopoda,
Cymothoidae) of O. bonariensis from LAM. The absolute abundance of E. /izae showed a positive
and mean (weak) correlation with the total length of O. argentinensis from ELP and RM, whereas a
Spearman’s correlation observed for B. patagonica was negative and weak and for A. trysibia it was
negative and moderate. The comparisons of the prevalence (P%), mean abundance (MA) and mean
intensity of infection for E. lizae of O. argentinensis per habitat no showed differences. The
parasitological indexes relative to the Isopoda of O. bonariensis at LAM for B. patagonica and for A.
trysibia indicated a homogeneous parasitosis, with few parasitized hosts. The Chapter II is about the

gill’s histopathology of juveniles of O. argentinensis caused by E. lizae. Specimens of E. lizae from



PLE caused narrowing and circular erosion along of the all primary lamellae of O. argentinensis.
Tissue abnormalities as necrosis hypertrophy and catarrhal branquitis were also observed. Host’s
defensive response to tissue damage was similar to the keratosis. All these histological damages are

important and cause gas exchange alterations and in the development of the juvenile hosts

Key-words: Assemblage, Ergasilidae, Cymothoidae, Silverside, Patos Lagoon Estuary, Mirim
Lagoon, Mangueira Lagoon, .
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INTRODUCAO GERAL

As espécies de Atherinopsidae (Atheriniformes) compreendem 13 géneros com
104 espécies endémicas do continente Americano. Sendo que 20 espécies pertencem ao
género Odontesthes e estdo distribuidas em ambientes costeiros € aguas interiores da
América do Sul (Froese & Pauly, 2012). No extremo sul do Brasil sete espécies de
Odontesthes estao presentes: O. argentinensis, O. bonariensis, O. humensis, O. incisa, O.
mirinensis, O. perugiae e O. retropinnis (Bemvenuti, 2002; Artioli et al., 2009).

As espécies de Odontesthes sio morfologicamente similares e conhecidas por
ocorrerem-nos mesmos tipos de ambientes (Bemvenuti, 2006) Devido a esta
homogeneidade morfologica e a grande sobreposicdo dos dados biométricos dentre as
espécies desse género e de Atheriniformes em geral, hd a possuem a tendéncia de
formarem associagdes em micro-habitat, o que deixa a caracterizagdo morfologica ainda
mais dificil (Bamber & Henderson, 1988).

Para diferenciar as espécies de Odontesthes e suas relagdes evolutivas, Garcia et al.
(2014) utilizaram microssatélites e Citocromo Oxidase I (COI) em analises
populacionais e filogenéticas, onde, observaram a falta de sinal filogenético para a
diferenciagdo das espécies dentro de clados formados por (1) O. argentinensis, O.
perugie, O. humensis e (2) O. bonariensis, O. perugie, O. humensis. Os mesmos autores
indicam que os clados (1 e 2) tem um ancestral polimérfico compartilhado por essas
espécies, incompleta especiacdo das linhagens e eventos reticulados envolvendo estes
taxa. Além disso, sugerem a ocorréncia de hibridismo recente dentro de cada clado.

Além do interesse cientifico devido as caracteristicas e condi¢cdes dadas sobre a sua
histéria evolutiva, denotando o aspecto de serem bons modelos para estudos evolutivos
(Beheregaray & Levy, 2000; Dyer, 2006; Garcia et al., 2014; Campanella et al., 2015),
O. argentinensis e O. bonariensis, despertam grande interesse econdmico como
importantes recursos para a pesca (artesanal e desportiva) e a piscicultura (marinha e
dulcicola) no extremo sul do Brasil (Sampaio & Piedras, 2005; Dyer, 2006; Bento &
Bemvenuti, 2008), pois sdo consideradas adequadas para o consumo humano (Reartes,
1995) e de facil manejo.

Odontesthes argentinensis € O. bonariensis possuem origem marinha (Campanella
et al., 2015) mas ocorrem em diferentes ambientes. Odontesthes argentinensis se
distribui no Oceano Atlantico, da costa sudeste do Brasil a provincia de Chubut na

Argentina (Beheregaray & Levy, 2000). Apesar da distribuicdo desta espécie ser ampla,
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um estudo utilizando aloenzimas demonstrou que as populagdes da costa do Uruguai e
Brasil formam uma unica populagdo. Os estoques de O. argentinensis apresentam baixa
divergéncia genética devido a existéncia de fluxo génico, que ¢ conferido pela dinamica
de correntes que distribuem ovos e larvas de forma similar entre a costa do Uruguai e do
Rio Grande do Sul (Beheregaray & Levy, 2000). No entanto, O. bonariensis ocorre em
ambientes dulciaquicolas, com registros na Argentina (Buenos Aires) e Brasil (Sistema
de Lagoa dos Patos-Mirim e Lagoa Mangueira) (Beheregaray & Levy, 2000; Dyer,
2006). Devido a ocorréncia em agua doce, a hipoteses sobre a origem dessa espécie em
ambientes dulcicolas foram apresentadas por Dyer (2006), o que foi refutado
recentemente por Campanella et al. (2015), indicando que a origem de O. bonariensis ¢é
marinha.

No Sistema de Lagoas (Patos-Mirim e Mangueira) e na costa adjacente ao Estudrio
da Lagoa dos Patos (ELP) O. argentinensis € O. bonariensis possuem distribui¢do muito
bem descritas. Ambas as espécies ocorrem simpatricamente no ELP, enquanto que nas
Lagoas Mirim e Mangueira ha registro somente de O. bonariensis e na costa marinha
adjacente ao ELP, somente O. argentinensis ¢ encontrado (Beheregaray & Levy, 2000).

O sistema de lagoas do sul do Rio Grande do Sul (Patos-Mirim e Mangueira)
fornece dois tipos de ambientes, um parcialmente fechado em contato com o Oceano
Atlantico (Sistema Patos-Mirim) e outro totalmente fechado (Lagoa Mangueira)
(Calliari, 1998). A Lagoa dos Patos (LPA) esta localizada em uma planicie costeira, onde
diversos eventos Quaternarios de regressao e transgressao do mar levaram a interligagdes
e desligamentos das Lagoas Mangueira ¢ Mirim ao longo de milhdes de anos, por meio
da formagdo de barreiras geoldgicas. No Holoceno, ja 325 mil anos antes do presente
(maap), a LPA inicia seu isolamento dos demais corpos lacustres, exceto da Lagoa
Mirim, da qual continua conectado pelo Canal Sao Gongalo formando o Complexo
Patos-Mirim (CPM). Porém, as condi¢des geomorfologicas atuais do ELP foram dadas
devido a formagdo da barreira geoldgica III a cerca de 120 maap (Calliari, 1997; Asmus
1998; Calliari, 1998; Tomazelli & Villwock, 2005). A Lagoa Mangueira iniciou seu
isolamento a cerca de 5 maap e sem conectividade com a Lagoa Mirim (Villwock, 1987;
Tomazelli & Villwock, 2005).

As populagdes de O. argentinensis do mar e do ELP tem uma divergéncia temporal
dada entre 112-115 maap (Beheregaray & Levy, 2000), ja para O. bonariensis ndo ha
uma hipotese de divergéncia entre as populagdes. No entanto, a distribui¢do de espécies

congenéricas de peixes em diferentes ambientes pode ser observada historicamente
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(evolutivamente) através de dados paleontoldgicos e populacionais, e destes associados a
dados sobre a comunidade parasitoldgica (Brooks & MacLennan, 1993).

Os sistemas hospedeiro-parasito sdo modelos de interesse para a compreensao dos
padrdes e processos em ecologia de comunidades. Desta forma, os parasitos podem ser
usados como indicadores em estudos populacionais dos seus hospedeiros através de
indices parasitologicos (Bush et al., 1997; MacKenzie & Abaunza, 1998; Sanchez-
Ramirez et al., 2007). Adicionalmente, o modelo pode se estender para estudos co-
evolutivos, indicando processos como trocas de hospedeiros, migragdes junto ao
hospedeiro e processos de especiagdo, extingdo, dentre outros (Brooks & MacLennan,
1993; Ronquist, 1995, 2003; Boeger et al., 2003).

De forma geral, os registros de parasitos em Odontesthes sdo restritos e os estudos
relacionados sdo incipientes e escassos, tanto no Brasil, como em outros paises de
coocorréncia. Para O. bonariensis do Brasil foram registrados Artystone trysibia
(Isopoda, Cymothoidae) junto as nadadeiras ventrais de juvenis (Gongalves, 2007) ¢ a
infeccdo branquial de Chilidonella sp. (Ciliophora) em cultivo experimental (Fernandes
etal., 2011).

Em O. bonariensis da Argentina foram registradas cinco espécies de Digenea
(Austrodiplostomum cf. mordax, Ascocotyle (Phagicola) cf. diminuta, Ascocotyle sp.,
Thometrema bonariensis e Saccocoelioides sp.); espécies de Nematoda (larvas de
Contracaecum spp., Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp.); uma de Acanthocephala
(Wolffhugelia matercula); uma de Cestoda (Cangatiella macdonaghi) (Mancini et al.,
2006, 2008; Drago, 2012); Lernaea cyprinacea (Crustacea) e a bactéria Aeromonas
hydrophyla (Mancini et al., 2006, 2008).

Estudos de parasitos sdo importantes para o entendimento ecoldgico e evolutivo da
relagdo hospedeiro-parasito, mas também para a atividade de cultivo, onde este
conhecimento auxilia evitando perdas financeiras. No entanto, a atividade de cultivo de
Atherinopsidae no Rio Grande do Sul ¢ incipiente. Em grande parte o cultivo ¢
experimental e centrado em O. bonariensis (agua-doce) e O. argentinensis (marinho)
(Costa, 2001; Sampaio & Piedras, 2005; Kiitter, 2007), existindo alguns ensaios
experimentais realizados com O. humensis (Pouey et al., 2012).

No cultivo de peixe-rei sao utilizados, geralmente, ovos € matrizes provenientes do
ambiente (Sampaio & Piedras, 2005), o que limita a cadeia produtiva. Estas matrizes,
quando introduzidas no cultivo, sem o periodo de quarentena apropriado podem carrear

parasitos para o meio de producdo (Yanong, 2012). Isto demonstra a importancia
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econdmica e sanitdria do estudo de parasitos em peixes (Sindermann, 1990),
principalmente daqueles que apresentam as branquias parasitadas, e que podem resultar
em doencas com altas taxas de mortalidade dos peixes, principalmente em atividade de
cultivo (Eiras, 1994; Thatcher, 1981). Entre os parasitos branquiais mais comuns em
peixes, estdo os Monogenoidea e os Crustacea Copepoda e Isopoda (Thatcher, 2006).

Os Monogenoidea quando em pequenos numeros podem ndo causar danos
significativos as branquias dos peixes, porém em grandes nimeros ou em situagdes de
grandes densidades de hospedeiros, estes parasitos podem causar alteragdes estruturais,
fisiologicas e comportamentais plausiveis. As modificacdes relacionadas aos
Monogenoidea podem resultar do consumo do tecido branquial; refletindo em alteracao
laminar e reducdo da capacidade respiratoria do peixe. As histopatologias descritas para
as Monogenoidosis contemplam hiperplasia do epitélio branquial; hemorragias;
crescimento tumoral; alteracdo da circulagdo do sangue na branquia até a destrui¢do
completa dos filamentos branquiais (Boeger & Vianna, 2006).

Os Copepoda causam alteragdes semelhantes aquelas causadas pelos
Monogenoidea, tais como hiperplasia, metaplasia e obliteracdo lamelar branquial do
hospedeiro. As antenas preénseis dos Ergasilidae (Copepoda) permitem a ancoragem nos
filamentos branquiais. O efeito torniquete resultante da ancoragem causa diferentes
patologias como: redugdo da circulagio sanguinea, reagdes inflamatorias,
encapsulamento fibrotico com posterior destruigdo do tecido, necrose do filamento ou
simplesmente a instalacdo de infecgdes secundarias pela destruicdo das barreiras
epiteliais do tecido branquial. Adicionalmente, assim como os Monogenoidea, a redug¢do
da eficiéncia do tecido branquial pode causar anoxia, deficiéncia metabodlica e até mesmo
a morte do hospedeiro (Thatcher, 2006).

As branquias sdo consideradas Orgdos primarios encarregados por diversos
processos fisiologicos (respiragdo, osmorregulacdo e etc). As lesdes e patologias neste
orgdo causadas por agentes contaminantes (industrial, urbano e da agropecuaria) sao
utilizadas para avaliar o efeito da poluicdo de modo geral (quimica, fisica e biologica)
(Flores-Lopez & Thomaz, 2011; Bernet et al., 1999) e estas patologias podem ser usadas
como biomarcadores da qualidade ambiental histopatologicamente (Giari et al., 2007;
Verjan et al., 2001).

Assim, o estudo das alteracdes branquiais causadas por agentes patogénicos,
inclusive os parasitos permite avaliar o impacto destes organismos sobre os hospedeiros,

prevenindo perdas econdmicas e desenvolver medidas sanitarias. Entretanto, registros de
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parasitos metazodrios branquiais e as lesdes/histopatologias decorrentes para espécies de
Odontesthes inexistem, principalmente para a regido do ELP e todo sistemas de lagoas e

costa marinha adjacente.
Hipotese

A formacao geologica do complexo de lagoas Patos-Mirim e Mangueira, resultante
do isolamento por barreiras arenosas oriundas de regressdes e transgressdes marinhas,
pode ter causado o isolamento de assembleias de peixes-reis e parasitos branquiais. Com
isso, cada corpo de dgua pode apresentar uma assembleia de parasitos branquiais em seus

respectivos hospedeiros, que podem causar diferentes histopatologias.
Objetivos

Determinar e caracterizar a composi¢ao das assembleias de metazoarios
ectoparasitos e mesoparasitos de peixes-rei do sistema das lagoas Patos-Mirim e

Mangueira e na area costeira do Atlantico Sul

Descrever as histopatologias decorrentes das alteragcdes branquias causadas por
Ergasilus lizae em Odontesthes argentinensis no Estudrio da Lagoa dos Patos no

extremo sul do Brasil.
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CAPITULO 1

ASSEMBLEIA DE ECTOPARASITOS E MESOPARASITOS DE Odontesthes,
NO EXTREMO SUL DO BRASIL.

Huanto B. R'?, Silva Z. R.!, Vianna R. T2,

1 Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Laboratério de Biologia de Parasitos de Organismos
Aquaticos (LABIPOA), Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB). Avenida Itdlia, Km 8, s/n, Caixa
postal 474, CEP: 96203-900, Rio Grande, RS.

2 Programa de Pds-graduacdo em Biologia de Ambientes Aquaticos Continentais (PPG-BAC),
FURG, ICB.

RESUMO

Foram examinados 227 espécimes de peixe-rei que foram coletados no complexo de
habitat aquaticos do sul do Rio Grande do Sul- Brasil, divididos em duas espécies de
hospedeiros: O. bonariensis (n=145) na lagoa Mangueira e Mirim; O. argentinensis
(n=82) no Estudrio da Lagoa dos Patos (ELP) e na Regido Maritima (RM). As
coletas ocorreram entre maio de 2015 a agosto de 2016. Foram encontradas um total
de cinco espécies de parasitos, a Ordem Poecilostomatoida com trés espécies:
Ergasilus sp., E. lizae e Gauchoergasilus euripedesi. A Ordem Isopoda com duas
espécies: Braga patagonica e Artystone trysibia, esta ultima registrada como
Mesoparasito. As duas espécies tiveram correlacdo negativa entre o comprimento do
hospedeiro e a abundéncia absoluta. No ELP e RM foi observada correlagao positiva
fraca. Os valores dos indices parasitologicos de P%, AM e IMI foram maiores no
ELP do que na RM. Os dados obtidos neste estudo sugerem que o habitat pode

influenciar nas assembleias de ectoparasitos em peixes-rei.

PALAVRAS CHAVES: Peixe-rei, Ergasilidae, Cymothoidae,
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ABSTRACT

A total of 227 specimens of silversides were collected in the complex of aquatic
habitat at Rio Grande do Sul-RS, divided into two host species: O. bonariensis (N =
145) at Mangueira and Mirim Lagoon; O. argentinensis (N=82) in the Lagoa dos
Patos Estuary (PLE) and in the Maritime Region (MR). The collections occurred
between May 2015 and August 2016. A total of five species of parasites were found,
the Order Poecilostomatida with three species: Ergasilus sp., E. lizae and
Gauchoergasilus euripedesi. The Order Isopoda with two species: Braga patagonica
and Artystone trysibia, the latter registered as mesoparasite. We observed a weak
correlation between the length of the hosts and the absolut abundances of E. lizae per
habitat (ELP and RM), on the other hand, were the absolute abundance correlations
for each species of Isopods were negative. The values of the parasitological indexes
of P%, AM and IMI were higher in ELP than in MR. The data obtained in this study

suggest that the habitat may influence the ectoparasitic assemblages in silversides.

PALAVRAS CHAVES: Assemblage, Ergasilidae, Cymothoidae.

11



INTRODUCAO

As espécies de Atherinopsidae (Atheriniformes) compreendem 13 géneros com
104 espécies endémicas do continente Americano. Dessas, 20 espécies pertencem a
Odontesthes que estao distribuidas em ambientes costeiros e dguas interiores da
América do Sul (Froese & Pauly, 2012). No extremo sul do Brasil sete espécies de
Odontesthes estdo presentes: O. argentinensis, O. bonariensis, O. humensis, O.
incisa, O. mirinensis, O. perugiae e O. retropinnis (Bemvenuti, 2002; Artioli et al.,
2009).

As espécies de peixes-rei estdo distribuidas em diferentes ambientes aquaticos,
desde lacustres dulciaquicolas até o estuarino ¢ marinho (White, 1985). Os sistemas
de lagoas ligadas ou ndo ao mar sdo encontrados no extremo sul do RS, oferecendo
ambientes com diferentes caracteristicas: dulcicola, estuarino e marinho (Trindade et
al., 2010). No municipio de Rio Grande dois importantes sistemas sdo observados,
(1) o Estuario da Lagoa dos Patos, que se conecta a Lagoa Mirim, configurando um
sistema parcialmente fechado e (2) a Lagoa Mangueira que ¢ um sistema fechado
(Calliari 1998). Estes ambientes contém caracteristicas distintas que podem
influenciar de diferentes formas na biologia de peixes hospedeiros e seus associados
(Cardon et al., 2011).

Duas espécies de peixes-rei sdo as mais abundantes e podem ocorrer tanto
simpatricamente, quanto alopatricamente (lagoas interiores do ELP e marinho).
Odontesthes argentinensis (Valenciennes, 1835) tem habitos eurialinos (Chao et al,.
1082), ocorre na por¢ao baixa do estuario e na regido maritima (Bemvenuti, 1990),
esta espécie apresenta maior abundancia no final do inverno ao inicio da primavera
nos dois ambientes (estuario e no mar) (Bemvenuti, 2000). Odontesthes
argentinensis do sul do Rio Grande do Sul ¢ encontrado em duas populacdes
reconhecidamente distintas (Beheregaray & Sunnucks, 2001). Uma residente do
Oceano Atlantico, estendendo-se do Rio de Janeiro (Di Dario et al., 2013) a
Patagbnia, e outra estuarina, residente no ELP (Bemvenuti, 1993; Beheregaray &
Sunnucks, 2001; Sampaio & Piedras, 2005). As populacdes podem ter divergido
durante o Pleistoceno, junto com a formacao das lagoas costeiras do Rio Grande do
Sul (Beheregaray & Sunnucks, 2001). Com base em estudos de genética molecular

Beheregaray & Levy (2000) e Beheregaray & Sunnucks (2001) constataram que O.
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argentinensis marinhos formam um clado distinto dos espécimes residentes do ELP,
indicando uma “especiac¢do incipiente” dessas duas populagdes.

Odontesthes bonariensis (Valenciennes, 1835) por sua vez, ocorre nos sistemas
de lagoas Mirim e Mangueira. Estas lagoas foram formadas pelas barreiras
geologicas devido as regressoes e transgressdes do mar durante o Quaterndrio
(Calliari 1998).

A Provincia Costeira do Rio Grande do Sul se remonta ao Mesozdico
(Villwock & Tomazelli, 1995) resultando de quatro grandes ciclos de eventos
geologicos transgressivos-regressivos sucessivos. Estes eventos propiciaram a
deposicdo de barreiras arenosas paralelas e descontinuas (barreiras I-IV) e a
formacgao de variados habitat lagunares e estuarinos no extremo sul do RS (Villwock
& Tomazelli, 1995; Buchmann, 1997; Calliari, 1998).

A barreira III isolou o sistema de lagoas Patos-Mirim ha aproximadamente
120, no Pleistoceno superior, porém, foi somente na ultima transgressao holocénica
(6-5,5 maap) que a barreira III foi moldada, seguida da deposicdo da barreira IV
(Calliari, 1998). O sistema mais jovem, a barreira IV, estd correlacionada ao méaximo
transgressivo ocorrido hd 6 ka, ¢ caracterizado pela Lagoa Mangueira (Buchmann,
1997). Os sistemas mais antigos, barreiras Il e III isolaram a Lagoa Mangueira e
propiciaram o fechamento do canal que a ligava a Lagoa Mirim e esta Gltima ao mar,
convertendo a primeira em uma lagoa de 4gua doce (Azambuja, 1978; Dillenburg et
al., 2009). Entretanto, anterior ao Holoceno, o que ¢ atualmente o banhado do Taim,
seria a ligacdo entre a Lagoa Mirim e o mar (Abreu & Calliari, 2005).

Devido as formagdes das barreiras e aos eventos de transgressdes-regressdes do
mar (Calliari, 1998) peixes de origem marinha invadiram o ambientes de 4gua-doce,
como os Atherinidae e Atherinopsidae (Reis et al., 2016), que inclui O. argentinensis
e O. bonariensis que atualmente sdo considerados eurihalinos (Campanella et al.,
2015). Caracteristicas fisiologicas e aspectos evolutivos conferem aos peixes-rei
capacidade para invadirem e fundarem populacdes nos ambientes aquaticos da
planicie costeira (Beheregaray & Sunnucks, 2002). O novo mundo (inclui a regido
Neotropical) apresenta diversos exemplos de grupos de atherinideos ou radiagdo
adaptativa destes, originadas de habitat de transicao (Beheregaray & Levy, 2000;
Beheregaray & Sunnucks, 2001; Garcia et al., 2014). Através de radiagdo nestes

ambientes, os peixes-rei podem inclusive, apresentar diferentes parametros

13



reprodutivos e de crescimento em lagos distantes apenas 5 Km (Beheregaray &
Sunnucks, 2002).

Nestes ambientes, na maioria lagunares e estuarinos, as espécies de
Odontesthes co-ocorrem, demonstrando uma homogeneidade morfologica
(Bemvenuti, 2006), o que dificulta, inclusive, a identificacdo destas espécies
(Beheregaray & Levy, 2000).

Os registros de ectoparasitos em espécies de Odontesthes sdo restritos € 0s
estudos sdao escassos € muito incipientes, tanto no Brasil, como nos paises de
coocorréncia. Os ectoparasitos registrados em O. bonariensis do Brasil foram
Artystone trysibia (Isopoda, Cymothoidae) junto as nadadeiras ventrais de juvenis
(Gongalves, 2007) e a infeccdo branquial por Chilidonella sp. (Ciliophora) em
cultivo experimental (Fernandes et al., 2011). Na Argentina, O. bonariensis da
Reserva de La Vina (Cérdoba), é parasitada por Lernaea cyprinacea (Mancini et al.,
2008).

Cantatore et al. (2012) reportam a infestagdo de Caligus rogercresseyi em O.
argentinensis de Mar del Plata (Argentina). O mesmo hospedeiro no Mar Chiquita,
também na Argentina, ¢ parasitado por Ergasilus sp. ¢ Bomolochus globiceps
Alarcos & Etchegoin, 2010). No entanto, neste mesmo estudo, a ocorréncia de
Ergasilus sp. foi considerada acidental devido ao baixo nimero de individuos
encontrados (n=2).

Crustaceos podem influenciar na preferéncia dos peixes por habitat devido ao
seu duplo papel de recurso alimentar e parasitario (Semmens et al., 2006). Os
principais grupos de crustdceos parasitos de peixes sdo Copepoda, Branchiura e
Isopoda, sendo Copepoda os mais estudados (Eiras et al., 2006).

Entre os Copepoda, o grupo mais abundante e rico em especies ¢ Ergasilidae
(Eiras et al., 2006), que € composto por sete géneros que parasitam frequntemente a
cavidade branquial de teledsteos, mas com registros também em fossas nasais e
nadadeiras (Malta & Varella, 1995). Sendo que apenas as fémeas adultas de
ergasilideos parasitam os peixes (Amado et al., 1995; Malta & Varella, 1996). Esses
crustaceos podem fixar-se nos filamentos branquiais através do—segundo par de
antenas modificadas com fortes garras terminais (Kabata 1979, 1988), mas outros
mecanismos de adesdo podem ocorrer, como os pledpodos (Velloso et al., 2005).

Os Isopodos sdo o segundo grupo de crustaceos com mais espécies parasitas de

peixes conhecidas. Segundo Eiras et al. (2006), Braga patagonica parece ser o
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Isopodo mais estudado e comprendido. Os Cymothoidae tendem a se associar com
seus hospedeiros durante toda sua vida, como ¢ o caso de A. trysibia (Huizinga
1972), enquanto que as espécies de outras familias (p.e. Gnathiidae) sdo parasitos so6
em suas fases larvais (Piasecki & Avenant-Oldewage, 2008).

Portanto, no presente estudo foi descrita a composi¢do das assembleias de
metazoario ectoparasito e mesoparasitos de peixes-rei dos sistemas de lagoas Patos-
Mirim e Mangueira e na area costeira marinha do Atlantico Sul no sul do Brasil. Os
indices parasitologicos de prevaléncia, intensidade média de infec¢do e abundancia
média foram estimados por classe de comprimento do hospedeiro, por espécie de

hospedeiro e por habitat.

MATERIAIS E METODOS

Os hospedeiros foram coletados entre maio de 2015 e agosto de 2016. As
coletas foram feitas com redes de arrasto (3 cm de malha: 1,5m x 20m) nos habitat
aquaticos da planicie costeira: do Estuario da Lagoa dos Patos, na quarta sec¢do
Barra (ca. 32° 9'2.55"; 52° 6'6.97"0); Lagoa Mirim em Santa Isabel do Sul (ca.
32°30'32.76"S; 52°35'6.36"0; Lagoa Mangueira em Santa Vitoria (ca. 33°22'4.08";
53°1'34.03"0); e na regido marinha no Cassino (ca. 32°10'59.92"S; 52° 8'44.08"0O)
(ver Figura 1).

Apos capturados, os peixes foram anestesiados com Eugenol (110 ppm) e
logo apods eutanaziados por seccdo medular. Todos os espécimes foram pesados
(P=g) e medidos em comprimento total (CT=cm) no campo. Para propodsitos de
comparagdo, os espécimes foram classificados por comprimentos e ambos CT e P
estdo apresentados em média e desvio padrdo (xtdp) e também a amplitude de
variacdo de cada conjunto (AxCT e AxP) de medidas (=minimo—maximo). Os
comprimentos dos peixes foram classificados em Classes pela equagdo de Sturgers,
da seguinte forma: i) foram determinados os numeros de intervalos de classes (k) (k=
1+33,22 x log n); ii) os intervalos para cada classe de tamanho (IC) obtidas por
Sturgers foram calculados baseados nos comprimentos totais [inicial (Cti) e final
Ctf)] com a equagao IC=Ctf-Cti/k (Vianna, 2001).

Os arcos branquiais foram retirados e colocados em agua quente (60°C) para
liberagdo dos parasitos (Kritsky & Stockwell, 2005) e ap6s os parasitos foram triados

no microscopio estereoscopio a partir do precipitado de cada frasco com amostras de

15



branquias e os parasitos contados e identificados com microscopio Olympus CX41
(100x) com contraste de fase segundo bibliografia especifica.

Os copépodos e os isopodos foram fixados em formol 5% e armazenados
em alcool 70 Gl glicerinado (Humanson, 1979). Todos os parasitos foram montados
inteiros ou em sequencias de apéndices locomotores do 1° ao 5° par de pereidopodos
em meio de Hoyer (Thatcher, 2006). Os parasitos foram identificados através de
observagao direta ou por fotografias feitas em microscopio Olympus cx41 com
contraste de fase (Laboratorio de Histologia da FURG).

A identificagdo dos parasitos foi baseada em chaves de identificacdo de
Kabatta (1979), Boxshall & Monti (1997) e El-Rashidy (1999). O material foi
depositado no Laboratorio de Parasitologia (LABIPOA-FURG) e “vouchers” serdo
depositados na Cole¢do helmintoldgica do Museu de Zoologia da Universidade de
Sdo Paulo.

Os indices parasitolégicos (Bush et al, 1997) estimados foram: 1)
Prevaléncia (P%): Numero de hospedeiros infectados por uma espécie de parasito
dividido pelo numero total de hospedeiros examinados, expressa em percentagem
(%); 11) intensidade media de infestacdo (IMI): Numero total de parasitas/numero de
hospedeiros infectados; 1i1) Abundancia media (AM): Numero total de individuos de
uma espécie de parasita de uma amostra dividido pelo nimero total de espécies de
hospedeiros (incluindo hospedeiros infectados e ndo infectados). Os indices
parasitologicos (P%, AM e IMI) foram estimados para os hospedeiros (O.
argentinensis e O. bonariensis), considerando os valores totais em cada habitat (ELP,
RM e LMA). A mesma estimativa descritiva foi realizada com os valores dos indices
por classes de comprimentos dos hospedeiros.

As andlises estatisticas comparando os habitat foram realizadas somente
para o ELP e RM. A comparacdo por habitat para a LMI e a LMA ndo foram
realizadas, por nao apresentarem espécies de parasitos compartilhadas.

O indice de correlagio de Spearman (Rho) foi calculado entre o
comprimento total (CT) e os valores de abundancia absoluta dos parasitos para o
ELP e para a RM. O programa RStudio v.1.0.136, R v.2.11.1
(https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/) foi utilizado para calcular o
Rho e os niveis das relagdes foram baseados em Hernandez-Sampieri & Fernandez-
Collado (1998). A normalidade para os valores de classes de comprimento de O.

argentinensis foi testada pelo teste Shapiro-Wilk e os dados nao apresentaram
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normalidade. As classes de comprimento foram comparadas utilizando a abundancia
absoluta dos parasitos no ELP utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
testado por Mann-Whitney, por meio do programa RStudio v.1.0.136, R v.2.11.1
(https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/).

O indice de P% foi comparado pelo teste de Fisher (p< 0,05) e os indices de
AM e IMI foram comparados pelo teste de Bootstrap (p< 0,05). Estes indices foram
estimados a partir do namero de total de parasitos (abundancia absoluta) por habitat e
pelo numero de parasitos por classe de comprimento de O. argentinensis e O.
bonariensis em cada habitat (ELP e LMA), respectivamente. Ambas as comparacdes
foram realizadas utilizando o programa Quantitative Parasitology 3.0 (Reiczigel &

Rézsa, 2005).

RESULTADOS

Durante o estudo foi coletado um total de 227 espécimes de peixes-rei, sendo
O. bonariensis (n=145) e O argentinensis (n=82) nos habitat estudados (Figura 2).

Cem espécimes de O. bonariensis com CT=28,3£1,7 cm; AxCT=25,0-36,3
foram coletados na LMA, enquanto que na LMI foram coletados 45 espécimes com
CT=14,0£5,6 cm; AxCT=10,1-43,0.

No ELP foram coletados 58 espécimes de O. argentinensis com CT=13,9+2,1
cm; AxCT=11,5-22,1, enquanto que na RM foram coletados 24 espécimes com
CT=8,9+5,2 cm; AxCT=4,3-25,2.

Um total de 302 parasitos foram registrados nos habitat estudados, distribuidos
em trés espécies de Copepoda (Poecilostomatoida) (N total = 264) e duas de Isopoda
Cymothoida) (N total = 38). Os Copepoda foram registrados nas branquias de seus
hospedeiros. Ergasilus lizae (Kroyer, 1863) em O. argentinensis da RM e do ELP e
Gauchergasilus euripedesi e Ergasilus sp. em O. bonariensis da LMI. Os Isopoda
registradas foram Braga patagonica (Schioedte & Meinert, 1884) (N=22) na
superficie corporal de O. bonariensis e Artystone trysibia (Schioedte, 1866) (N=16)
da cavidade visceral, ambos na LMA (Tabela 1 e 2). Nos espécimes de O.
bonariensis da LMA foram coletados dois (02) espécimes de Ergasilus sp. e dois
(02) de Gauchergasilus euripedesi (Montu 1980).

No ELP e na RM foi coletado somente O. argentinensis, os quais foram

parasitados por E. lizae (Kroyer, 1863). No ELP foram registrados 149 espécimes de
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E. lizae em 44 hospedeiros, enquanto que na RM, foram registrados 112 espécimes
do mesmo parasito em 5 hospedeiros, sendo que um deles possuia 108 destes

parasitos (Tabela 3).

Correlacoes de parasitos por comprimento nos diferentes habitat (ELP, RM e

LMA)

A correlagdo entre o comprimento total (CT) de O. argentinensis ¢ a
abundancia absoluta de E. [izae no ELP foi de r,=0,29 e na RM, foi de ry = 0,34. Os
dois habitat apresentaram uma correlagdo positiva média, isso indica que o
comprimento possui uma relagdo fraca com a abundancia absoluta para E. lizae. Em
contrapartida, esta relacdo para a RM esté influenciada por um individuo hospedeiro
que apresentou 108 espécimes de E. lizae, indicando padrdes de agregagdo do
parasito.

Por outro lado para os Isopoda, a correlacdo do CT de O. bonariensis da LMA
e a abundancia absoluta de B. patagonica foi de r~=-0,03 caracterizando uma
correlacdo negativa fraca. Para 4. trysibia a correlagdo foi de rs=-0,21, indicando
uma correlagdo negativa moderada, por influéncia dos valores de abundancia

absoluta das espécies de parasitos que variaram entre 1 e 3 individuos.

indices parasitolégicos por habitat (LMA, ELP e RM)

Os valores dos indices parasitologicos para os Isopodos em O. bonariensis
estdo apresentados na Tabela 2. Nao houve diferencas. Os valores de P% indicam
que as duas espécies de Isopoda sdo prevalentes, mas pouco abundantes e
infectantes. As maiorias dos hospedeiros apresentaram de 1 a 3 espécimes de
Isopoda. Os valores de AM e IMI sugerem que o grupo parasito teve uma
distribuicdo homogénea.

Os indices parasitologicos para E. lizae de O. argentinensis estao demonstrados
naTabela 3. Os valores de P% indicam que no ELP os hospedeiros apresentarom uma
maior porcentaje do que na RM, mas ndo foram significativos estatisticamente. Ja os
valores de AM e IMI sugerem que os parasitos estavam agregados na RMA do que

no ELP.
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A comparagdo da P% pelo teste de Fisher por habitat (ELP e RM) ndo
apresentou diferenca (p = 0,25) (Tabela 3). A comparagao dos indices de AM (p =
0,62) e de IMI (p = 0,38) por habitat (ELP e RM) nao foi diferente (Teste de
Bootstrap) (Tabela 3).

Indices parasitolégicos por classes de comprimento por habitat (LMA, ELP e

RM)

Os valores de comprimento total dos hospedeiros foram classificados segundo
a regra de Sturgers (k) em sete classes no ELP, seis classes na RM (Tabelas 4 ¢ 5) e
oito clases na LMA (Tabela 6). A comparagdo das classes de comprimento dos
hospedeiros pelo teste de kruskal-wallis ndo apresentou diferenca (p < 0,05) em
nenhum dos habitat, com valores de p = 0,198 para o ELP e de p = 0,22 para a RM.

No ELP, a comparagdo das classes de comprimento ndo apresentou diferenga
em p<0,05, testada por Kruskal-Wallis, testado por Mann-Whitney. O CT que
apresentou a maior abundancia absoluta de E. lizae foi a classe 1, contendo 25
individuos com comprimento total médio (CTM) de 12,2 cm. No entanto, esta
mesma classe obteve o segundo menor valor de IMI (2,6) e AM (1,7). Com excegao
da classe 6, a qual ndo obteve hospedeiros, observa-se que todos os hospedeiros com
LI>14,6cm (i.e. Classes de comprimento 3-5 e 7) estavam 100% parasitados por E.
lizae, e que os demais indices parasitologicos (AM e IMI) apresentam, geralmente,
valores crescentes. Isto indica que hospedeiros com comprimento proximo de 14,6
cm podera apresentar E. /izae no ELP (Tabela 4).

Na RM, os valores de P% e IMI indicam que pode haver um processo de
distribui¢do agregada no modelo de O. argentinensis - E. lizae. Peixes com CTM
menores possuem nenhum ou poucos parasitos (Classes de 1 a 4), enquanto que um
espécime com CTM = 25,2 cm (Classe 6) hospedou 108 espécimes de E. lizae
(Tabela 5).

Na LMA, a classe de comprimento 1 de O. bonariensis, com CTM de 25,9 cm
apresentou os maiores valores dos indices parasitoldgicos, tanto para B. patagonica
como para A. trysibia. Somados os valores de P% de B. patagonica das classes 1, 3, e
4 de O. bonariensis apresentam 80,5 % de hospedeiros parasitados, enquanto que a
soma das P% das classes 1, 2 e 3 de O. bonariensis parasitado por A. trysibia

totalizam 62,6% dos hospedeiros. Por outro lado, as classes 5, 6 e 7 ndo
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apresentaram registros de parasitos (Tabela 6). Estes resultados indicam que os
espécimes de peixes-rei de menores comprimentos (i.e. nas fases iniciais de
desenvolvimento) sao mais parasitados (ou parasitados desde entdo) do que aqueles

de maiores comprimentos.

DISCUSSAO

Assim, ja que os diferentes ambientes da planicie costeira do Rio Grande do
Sul podem desempenhar um papel importante na especia¢ao de peixes, pode também
incluenciar na composicdo e estruturagdo das assembeias de parasitos (ecto e
mesoparasitos) destes hospedeiros. Segundo Von Zuben (1997), os habitat compdem
um papel importante nas populagdes de parasitos, influenciando na sua distribuigao,
reproducdo, condigdo parasitaria e suscetibilidade do hospedeiros a
infeccdo/intestacdo. Desta forma, pode desempenhar um papel controlador nas
abundancias dos parasitos ou na diminuigao deles.

Os parasitos, portanto, também podem caracterizar e auxiliar no entendimento
da dinamica populacional e evolutiva de populagdes de hospedeiros de determinados
locais (Ronquist, 1995, 2003; Brooks & MacLennan, 1993). No presente estudo,
quatro habitat foram analisados através de um modelo hospedeiro-parasito-
(Ecto/Mesoparasito-Odontesthes spp.) no sistema de lagoas do sul do Rio Grande do
Sul (Patos-Mirim e Mangueira), que fornece dois tipos de ambientes, um
parcialmente fechado em contato com o Oceano Atlantico (Sistema Patos-Mirim) e
outro fechado (Lagoa Mangueira) (Calliari, 1998).

Os espécimes de O. bonariensis da Lagoa Mangueira apresentaram duas
espécies de Isopodos, A. trysibia e B. patagonica que compdem um registro inédito
desta associacdo em habitat selvagem..

O Mesoparasito Artystone trysibia apresenta uma ampla distribu¢do no Brasil,
desde o norte (Amazonas) até o sul (planicies costeiras do RS) (Brusca, 1981),
infectando diferentes espécies de hospedeiros. Nesta amplitude geografica, varias
espécies de peixes sdo infectadas em lagoas, rios e estuarios (Junoy, 2016; Rassier et
al., 2015), como Geophagus brasiliensis (Leigh-Sharpe, 1937) no Brasil, G.
brasiliensis, Crenicichla lacustris (Lemos de Castro & Machado Filho, 1946) no
Brasil, G. brasiliensis (Szidat, 1955) no Brasil, Paraguai e Argentina, inclindo no

ELP (Rassier et al.,, 2015), G. brasiliensis, Gymnogeophagus gymnogenys,
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Pimelodella laticeps, Cyanocharax alburnus, Jenynsia multidentata, Pimelodus
maculatus, Platanichthys platana no Lago Guaiba, Porto Alegre, RS (Pugues et al.,
1998),

Apesar de A. trysibia possuir ampla distribuicdo em habitat de transi¢do, como
estuarios e lagoas costeiras, ndo foi observada no ELP e na LMI. Neste estudo, 4.
trysibia foi registrada parasitando O. bonariensis da LMA. Na Lagoa dos Patos, O.
bonariensis também foi registrado previamente Beheregaray & Levy (2000) e Dyer
(2006), mas apesar de no presente estudo as coletas terem sido realizadas no ELP,
este hospedeiro ndo foi registrado. Da mesma forma, ndo existem registros de
parasitos de O. bonariensis neste local. Esta associagdo (4. trysibia-O. bonariensis)
pode ter sido facilitada na LMA devido a este ser um habitat fechado, resultado da
formagdo da barreira arenosa IV, que isolou a LMA da LMI e do mar (Calliari,
1998). Ainda, outras espécies de peixes podem apresentar parasitose por A. trysibia
na LMA, no entanto, ndo foram investigadas neste estudo.

A forma de infec¢do de A. trysibia nos espécimes de O. bonariensis da LMA
observada foi em forma de um encapsulamento saculiforme intracavitario no
abdomen ventral no hospedeiro. Essa forma de infeccdo é uma caracteristica
incomun das espécies de Artystone dentro de Isopoda, no entanto, isto também foi
registrado para Corydoras aeneus (Siluriformes, Callichthyidae) por Huizinga (1972)
e para Chaetostoma dermorhynchus (Siluriformes, Loricariidae) por Junoy (2015).
Por esta caracteristica, Huizinga (1972) indica que A. trysibia possui um tipo de vida
endoparasitaria. Entretanto, Kabata (1979) e Eiras & Castro (2016) defendem que a
espécie ¢ mesoparasito, por que mantém uma parte de seu corpo (antena, maxilipedes
e os dois primeiros pares de apéndices locomotores) dentro do hospedeiro, e a parte
inferior (pledpodos) estdo em constante contato com o meio externo. A Artystone
trysibia ¢ uma espécie hermafrodita protandrica (Brusca, 1981; Thatcher, 2006) e em
alguns individuos a determinagdo do sexo ¢ dificil devido a presenga de
intermediarios, e o parasito infecta desde a fase larval (Huizinga, 1972).

Considerando a prevaléncia de A. trysibia (16%) em O. bonariensis na LMA
foi maior que a encontrada em Chaetostoma. dermorhynchum (Siluriformes,
Loricariidae) do rio Tena (Equador) (6, 94%) (Junoy, 2016) e de Petenia kraussii
(Perciformes, Cichlidae) (12, 14%) no rio Taguay (Venezuela) (Martinez & Royero,
1989). No entanto, valores de P% de A. frysibia foram maiores em Aequidens

pulcher (Perciformes, Ciclhidae) (29,30%) e da congenérica, A. bolivianensis em
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Nannostomus beckfordi (Characiformes, Lebiasinidae) (82%) (Thatcher & Schindler,
1999), em relagdo aos valores encontrados em nosso trabalho. Os diferentes valores
de P% em diferentes hospedeiros demonstram a falta de especificidade da parasitose
por A. trysibia em peixes e corrobora a ampla gama de possiveis hospedeiros para
esta espécie parasita.

Por outro lado, B. patagonica possui uma ampla distribuicdo nas bacias
amazonicas e do Parana, mas também em bacias do sudeste e nordeste (Luque et al.,
2013; Tavares-Dias et al., 2015), infestando frequentemente peixes de agua doce das
familias: Erythrinidae, Serrasalmidae, Characidae, Cichlidae, Cynodontidae,
Curimatidae, Acestrorhynchidae e Sciaenidae (Tavares-Dias et al., 2014). Neste
estudo, ndo somente ¢ realizado o primeiro registro de B. patagonica na LMA, mas
como também no extremo sul do Brasil.

Os sitios de fixacdo de B. patagonica foram observados na cavidade bucal,
como a parte ventral da cAmara branquial (Tavares-Dias et al., 2014), porém, em O.
bonariensis da LMA foi observado um sitio de fixagdo incomum, na regido dorsal do
corpo, proximo das nadadeiras, também mencionado por Tavares-Dias et al. (2014).

A prevaléncia de B. patagonica de 18% em O. bonariensis no presente estudo
sao inferiores aquelas observadas em distintos hospedeiros e habitat, como o peixe
marinho, Prepilus paru (Perciformes, Stromateidae) de 84,30% (Chagas et al., 2015);
para Pygocentrus nattereri (Characiformes, Characidae), um peixe de agua doce,
com P% de B. patagonica de 88,89% (Carvalho et al., 2004). Segundo Tavares-Dias
et al. (2014), esse parasito apresenta baixa especificidade parasitaria e deste modo
nossos dados corroboram os dados deste autor, indicado pelo baixo valor de
prevaléncia e por valores de IMI entre 1 e 1,2 parasitos por peixe. Isso demonstra
que este parasito possui uma distribuicdo ndo-agregada, ocorrendo em pequeno
numero em cada hospedeiro.

A Lagoa Mirim (LMI) € o ambiente de 4gua doce com ligacdo com o ELP. Na
LMI foram registradas duas espécies de Ergasilidae: Ergasilus sp. e G. euripedesi,
ambas parasitando O. bonariensis.

Monta (1980) cita que G. euripedesi ¢ conhecida por ser amplamente
distribuida em aguas estuarinas ao longo da costa do Brasil e do Rio Grande do Sul.
Gauchergasilus euripedesi (= Ergasilus euripedesi) foi registrada no plancton
existente no estudrio do rio Piaui (SE) no nordeste do Brasil (Araujo & Boxshall,

2001), e no ELP parasitando G. brasiliensis (Rassier et al., 2015).
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No presente estudo foram registrados somente dois espécimes de G. euripedesi
e dois espécimes de Ergasilus sp. em 100 hospedeiros, enquanto que em G.
brasiliensis foi registrada uma P% de 32,91% (Rassier et al., 2015). Apesar de estes
parasitos apresentarem baixa especificidade de hospedeiros e de serem encontrados
comumente em amostras de plancton (Montu, 1980) apresentam baixa prevaléncia.

A ocorréncia de G. euripedesi na LMI pode ser explicada pela baixa salinidade,
encontrada em ambientes fora do ELP. Velloso & Pereira Jr. (2010) observaram a
ocorréncia de G. euripedesi em Micropogonias furnieri (Perciformes, Sciaenidae)
somente na area pré-limnica da Lagoa dos Patos, fora do ELP. Os mesmos autores
citam que a salinidade mais alta pode influenciar nos estagios de vida livre deste
parasito, indicando que G. euripedesi pode ser encontrado em aguas periféricas ao
ELP. O mesmo pode ocorrer com Ergasilus sp.

No entanto, na decada de 70 (1977) foi construida uma barragem com eclusa
neste canal. O objetivo desta construcdo foi impedir a entrada de agua salgada
durante o periodo de estiagem, em parte do Canal Sdo Gongalo e na Lagoa Mirim,
bem como, garantir uma reserva de agua doce binacional (Brasil-Uruguai) (CLM,
1970). O canal Sdo Gongalo conecta a LMI ao ELP e pode permitir que a 4gua com
alta salinidade do ELP nao influencie na sobrevivéncia de estagios de vida livre de
G. euripedesi no interior da LMI.

As populagdes de O. argentinensis residentes no Estuario da Lagoa dos Patos
(ELP) e no Mar (RM) compartilham E. /izae, sendo estes parasitos frequentes em
peixes marinhos (Thatcher & Boeger, 1983). Ergasilus lizae foi registrada em varias
espécies de Mugil (Knoff et al., 1994; Fonseca, 2003; Cavalcanti et al., 2011) em
diferentes localidades do Rio de Janeiro, Pernambuco e costa do Rio Grande do
Norte. No ELP, E. lizae foi registrado em G. brasiliensis (Rassier et al., 2015). Esta
espécie de parasito foi registrada em O. argentinensis no trabalho de Golfetii et al.
(comun. pessoal) no ELP e no RM, e em diversas outras localidades e em outros
hospedeiros (Tabela 7).

Beheregaray & Sunnucks (2001) demonstram através de dados moleculares
que ha uma especiagdo incipiente ecoldgica ocorrendo entre as populagdes de O.
argentinensis do ELP e da RM. Neste estudo, os valores de abundancia absoluta e
valores dos indices parastiologicos de E. lizae em O. argentinensis foram diferentes
entre o ELP e RM. No ELP, os valores de P% e de IMI aumentam a medida que o

comprimento do peixe aumenta. Na RM, os valores de P% e IMI indicam que pode
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haver um processo de distribuicdo agregada no modelo de O. argentinensis - E. lizae
(Golfetti et al,. comun. pessoal). As assembleias de parasitos entre os dois habitat
(ELP e RM) nao foi diferente em sua composicao, no entanto, foram diferentes na
forma que o parasito usa as populagdes dos hospedeiros.

A agregacdo dos parasitos pode ser influenciada pela distribuicdo espacial do
fitoplancton, o qual determina a distribuicdo dos predadores (Garcia & Gianuca,
1998). No zooplancton, ¢ onde sdo encontradas as larvas de crustdceos parasitos
(Montu et al., 1998) e peixes planctotréficos, como O. argentinensis (Bemvenuti
1990). As larvas planctonicas do parasito sdo influenciadas por fatores ecoldgicos até
a infestagdo do hospedeiro (Bush et al., 2001; Timi et al., 2010).

Entre os fatores que podem influenciar o parasitismo no ELP e na RM, estd a
forma de busca de alimento de O. argentinensis. No mar a alimentagdo de O.
argentinensis ¢ realizada na zona de arrebentacdo e utilizam o zona de surf para
forragear (Garcia & Gianuca, 1998; Bemvenuti, 1987; Bemvenuti, 1990; Bemvenuti,
2000; Golfetii et al. comun. pessoal). A hidrodindmica nesta area pode influenciar
na taxa de infeccdo de E. lizae nos peixes-rei.

Peixes-reis da RM, com comprimento menor de 25 c¢cm apresentaram um ou
nenhum parasito. Acima deste comprimento, um hospedeiro apresentou 108
parasitos. A agregacdo dos parasitos neste hospedeiro pode ser dada pela saida deste,
da zona de arrebentacdo o que permite, maior contato com parasitos. Ja no caso dos
peixes menores de 25 cm, que frequentam a zona de arrebentacdo, ocorre que a
estabilidade da nuvem (=mancha) planctonica nd3o consegue ser mantida,
desagregando os individuos, com isso um menor nimero de hospedeiros passam por
essas manchas planctonicas, € um menor numero de parasitos terd éxito em infestar
0s peixes.

No ELP, a distribui¢do dos parasitos demonstrou ser € mais uniforme, com P%
entre 64-100% e IMI entre 2,6-11,5. Isso indica que o processo de infestagdo obtém
maior sucesso nesta regido. A mancha planctonica no ELP, ocorre em regides rasas,
as quais sdo protegidas e com baixa energia hidrodindmica, o que mantém a
estabilidade da mancha e permite a agregacdo de formas nauplii (Boxshall, 2005).
Assim, a distribuicao da forma infestante do parasito e seu contato com o hospedeiro

podem ser influenciados pela hidrodindmica do meio.
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RIO GRANDE DO SUL

Figura 1. Localizacdo das Lagoas Mangueira (LMA), Mirim (LMA), Estuério da
Lagoa dos Patos (ELP) e costa sul do Rio Grande do Sul, regido maritima (RM).
Estrela toda preta— a Barra ELP. Estrela preta e cinza = Cassino. Estrela cinza e
preta= Santa Isabel. Estrela branca e cinza= A Capilha, Estrela preta e branca= Santa
Victoria, Canal Sao Gongalo (Seta).

Figura 2. Espécimes de peixes-rei. A. Odontesthes argentinensis do Estudrio da
Lagoa dos Patos e mar adjacente. B. Odontesthes bonariensis da Lagoa Mangueira e
Lagoa Mirim.

32



Figura 3. Crustacea parasitos de Odontesthes spp. A. Ergasilus lizae (Copepoda)
fémea adulta, habitus ventral, de Odontesthes argentinensis, no Estuario da Lagoa
dos Patos e regido maritima. B. Braga patagonica (Isopoda) de Odontesthes
bonariensis da Lagoa Mangueira em visao dorsal. C-D. Artystone trysibia (Isopoda)
de Odontesthes bonariensis da Lagoa Mangueira. C. Visdo dorsal. D. Visdo ventral..
Barras de escalas; A=100 pum, B=0,5cm,Ce D=1 cm.
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Tabela 1. Registro dos parasitos por habitat: Regido marinha adjacente (RM),
Estuario da Lagoa dos Patos (ELP); Lagoa Mirim (LMI); Lagoa Mangueira

(LMA).
LAGOA
PARASITOS HOSPEDEIROS RM ELP
LMI LMA
Poecilostomatoida
Ergasilidae

Ergasilus lizae O. argentinensis
Ergasilu sp. O. bonariensis

Gauchergasilus euripedesi  ©O- bonariensis

Isopoda
Cymothoidae

Braga patagonica O. bonariensis
Artystone trysibia O. bonariensis

Barra negra corresponde a presen¢a do taxa parasito em cada habitat.

Tabela 2. Indices parasitologicos de Prevaléncia (P%), Abundancia Média (AM)
e Intensidade Média de Infestacao (IMI) por Isopoda em Odontesthes
bonariensis na Lagoa Mangueira.

Espécie N l;)(:)ssli)ggzisros Parasitos P% AM IMI

Braga patagonica 18 22 18 0,2 1,2

Artystone trysibia 15 16 15 0,2 1,1
Total 33 38

Tabela 3. Indices parasitologicos de Prevaléncia (P%), Abundincia Média (AM) e
Intensidade Média de Infestacdo (IMI) da infestacdo por Ergasilus lizae
para Odontesthes argentinensis do Estuario Lagoa dos Patos (ELP) e a
regido marinha adjacente (RM).

N hospedeiros indices parasitologicos
Habitat hospedeiros positivos para  Parasitos o
P E. lizae P (%) AM IMI
ELP 58 44 149 75,86 2,57 3,39
RM 24 5 112 20,83 4,67 22,40
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Tabela 4. Classes de comprimento de Odontesthes argentinensis do Estudrio da Lagoa dos
Patos, com dados de média do comprimento, limites de cada classe: inferior (LI) e
superior (LS), quantidade e indices parasitoldgicos (Prevaléncia - P%, Abundancia
Média - AM e Intensidade Média de Infestagao IMI) por classe de comprimento.

Classes de . .

comprimento tervao Peixes Média +-(Min-Max) E. lizae P(%) AM IMI
(cm) LI LS (n) (m)

1 11,5 13,0 25 12,2+0,33 (11,5-12,7) 42 64,0 1,7 26

2 13,1 14,5 15 13,8+0,46 (13,1-14,4) 33 66,6 22 33

3 14,6 16,0 12 15,1+0,38 (14,5-15,6) 39 100 33 39

4 16,1 17,5 2 16,1+0,15 (16,0-16,3) 9 100 45 45

5 17,6 19,0 2 18,4+0,14 (18,3-18.5) 3 100 L5 1.5

6 19,1 20,5 0 0 0 0 0 0

7 20,6 22,0 2 21,8+0,42 (21,5-22,1) 23 100 11,5 11,5

Total 58 149

Tabela 5. Classes de comprimento de Odontesthes argentinensis da Regiao Maritima (RM),
com dados de média do comprimento, limites de cada classe: inferior (LI) e
superior (LS), quantidade e indices parasitologicos (Prevaléncia - P%, Abundéncia
Média - AM e Intensidade Média de Infestacdo IMI) por classe de comprimento.

Classes de .
comprimento ervao N°de  npedia+ Min-Max) T /%9 p oy AM IMI
(cm) LI LS Peixe (n)
1 43 80 13 5,5+1,04 (4,3-8,0) 1 7,7 0,08 1
2 8,1 11,7 8 10,1+0,94 (8,3-11,5) 1 12,5 0,13 1
3 11,8 154 0 0,0 0 0 0 0
4 15,5 19,1 1 15,5 0 0 0 0
5 192 22,8 1 19,7 1 100 11
6 229 265 1 252 108 100 108 108
Total 24 111
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Tabela 6. Classes de comprimento de Odontesthes bonariensis da Lagoa Mangueira (LMA), com dados de média do
comprimento, limites de cada classe: inferior (LI) e superior (LS), quantidade e indices parasitologicos
(Prevaléncia - P%, Abundancia Média - AM e Intensidade Média de Infestacdo IMI) por classe de

comprimento.
INTERVALO PARASITOS B. patagonica A. trysibia
Classes de comprimento (cm) ———— PEIXES (n) Mediat (Min-Max)

B. patagonica  A. trysibia P (%) AM 1M1 P(%) AM IMI
1 25 264 12 25,9+0,42 (25,0-26,4) 8 5 41,7 0,7 160 333 041 1,25
2 26,5 27,8 27 27,440,35 (26,5-27,8) 2 5 74 01 1 185 018 1
3 27,9 29,2 37 28,5+0,35 (27,9-29,2) 5 4 13,5 0,1 1 10,8 0,10 1
4 29,3 30,6 20 390,45 (29,3-30,5) 6 1 25 03 120 5 0,05 1
5 30,7 32 1 31,5 0 0 0 0 o o o0 o
6 32,1 33,4 1 32,4 0 0 0 0 0 0 0
7 33,5 3438 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 34,9 36,3 2 36,2+36,20 (36,1-36,3) 1 1 50 0,5 1 50 0,5 1

100 22 16

36



Tabela 7. Registro de estudos registrando E. lizae, em diferentes hospedeiros no
Brasil. ELP = Estudrio da Lagoa dos Patos; RM = Regido Maritima.

HOSPEDEIRO P% IMI LOCALIDADE REFERENCIA
M. platanus 21,33 6,53 (Costa do Rio de Janeiro Knoff et al (1994)
M. curema 13,20 6,68
) Zona costeira de
M. liza 25,80 4,00 Penambuco Fonseca (2003)
M. trichoden 30,00 3,33
793 i Costa do Rio Grande do
M. curema ’ Norte Cavalcanti et al (2011)
G. brasiliensis 32,91 3,19  Rio Grande do sul ELP Rossier et al (2015)
O. argentinensis 22,89 3,62 Rio Grande do sul RM Golfetii et al (comun.
O. argentinensis 72,73 10,31 Rio Grande do sul ELP pessoal)
O. argentinensis 20,83 3,39 Rio Grande do sul RM
Presente estudo
75,86 22,40 Rio Grande do sul ELP

O. argentinensis
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CAPITULO 2.

HISTOPATOLOGIA BRANQUIAL EN JUVENILES DE Odontesthes
argentinensis (Atheriniformes) PARASITADOS POR Ergasilus lizae
(Copepoda) EN EL ESTUARIO DE LA LAGOA DOS PATOS, BRASIL

Huanto B. Rl’z, Silva Z. R.!, Vianna R. T" 2
1 Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Laboratorio de Biologia de Parasitos de Organismos
Aquaticos (LABIPOA), Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB). Avenida Italia, Km 8, s/n, Caixa
postal 474, CEP: 96203-900, Rio Grande, RS.
2 Programa de Pos-graduagdo em Biologia de Ambientes Aquaticos Continentais (PPG-BAC),
FURG, ICB.

RESUMEN

El pejerrey marino Odonthestes argentinensis, nativo del Rio Grande do Sul, tiene
gran potencial para el cultivo. Especimenes fueron colectados en el Estuario de la
Lagoa dos Patos para la descripcion e caracterizacion de la histopatologia branquial
causada por Ergasilus lizae. Las branquias se extrajeron para extraccion de material
y sumetidos para el protocolo histologico de rutina y montados permanentemente en
balsamo de Canad4 (Fijacion: liquido de Bouin, microtomia: 7um, coloracion:
Hematoxilina-Eosina). Ergasilus lizae produce ergasilosis y este se caracteriza por el
anclaje del parasito, a lo largo de toda la lamela primaria (LAM) a través del segundo
par de antenas modificadas (SEA). El cuerpo del parasito causa una depresion por la
erosion en la LAM cerca del parésito con gran cantidad de restos celulares a su
alrededor y asociado a grandes cantidades de moco (branquitis catarral). Otros
aspectos presentados son la necrosis (de coagulacion) de las células epiteliales
Malpighianas (MBE), la hipertrofia de las células de moco y de cloruro,
lavacuolizacion de las MBE, la esclerotizacion en las zonas de contacto hospedador-
parasito (metaplasia) con las LAM. Los cambios observados en el ergasilosis indican
que se trata de lesiones graves con alto potencial para la aparicion de infecciones
secundarias y desfuncion branquial punctual. Asi la Ergasilosis puede resultar en
alteraciones en la osmoregulacion (cambios gaseosos y ionicos) del los juveniles del
O. argentinensis.

Palabras claves: Anclaje de Crustacea, Clamping por antena, Hiperplasia branquial,

Hipertrofia celular, Obliteracion lamilar, Desorganizacion branquial.
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ABSTRACT

The marine silverside fish Odonthestes argentinensis, native of Rio Grande do Sul,
has great potential for cultivation. Specimens were collected in the estuary of Lagoa
dos Patos for description and characterization of the Ergasilus lizae-related branchial
histopathology. The gills were extracted for parasite and parasite anchored tissue
samplings. Parasites were submitted for the in fofo mounting in Hoyer’s fluid for
identification. Parasite anchored tissue samplings were submited for the histological
routine protocol for permanent mounting in Canada balsam (Fixation: Bouin’s fluid,
microtomy: 7um, staining: Haematoxylin-Eosin). Ergasilus lizae-related ergasilosis
was characterized by the anchoring of the parasite, along the entire primary gill
lamellae (PGL) through the second pair of modified antennas (SEA) as a clamping
effect. Moreover SEA’s clamping effect, the Copepoda body contacta (CBC) area
caused a depression due to erosion in the PGL and secondary gill lamellae (SGL).
SEA’s clampling in addition with the CBC resulted in large amounts of cellular
debris around the lesion regions in association with large amounts of mucous
(catarrhal branquitis). Other aspects presented were necrosis (of coagulation) of
Malpighian branchial epithelia (MBE) cells, MBE’s hypertrophic hiperplasia,
hypertrophy of muciparous and chloride cells, MBE’s vacuolization, CBC’s area
sclerotization (metaplasia). The observed changes in E. lizae-related ergasilosis
indicate that they were severe lesions with high potential for secondary infections
and punctual branchial dysfunction. Thus the E. /izae-related ergasilosis can result in
alterations in the osmoregulation (gaseous and ionic exchanges) of the host’s
juveniles.

Key words: Crustacea anchoring, Clamping by antennae, Gill hyperplasia, Cellular
hypertrophy, Lamellar obliteration, branchial desorganization
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INTRODUCCON

El parasitismo es una forma de asociacion simbidtica donde un organismo
parasita coevoluciona con otro u otros para asegurar los recursos adecuados para su
ciclo de vida (monoxenico o heteroxenico) hasta la edad adulta (Rico-Hernandez,
2011). De esta interaccion negativa (patologia y enfermedades) para el hospedero
puede resultar interacciones dificiles de ser evaluadas por no tener mecanismos de
como medirlas en cuanto a la gravedad (Buchmann & Lindenstron, 2002; Rico-
Hernandez, 2011). Todos los taxa de animales tienen grupos de parasitos (Hopla et
al., 1994) incluso Crustacea Copepoda. Entre los Copepodas parasito hay partes de
Poecilostomatoida y todos los Siphonostomatoida (Morales-Serna et al., 2012).

Copepoda parasito tienen estructuras apendiculares (p.e., cabeza, tronco,
mandibula, maxila, antenas y toracopodos) que permiten su anclaje en el hospedero.
Estas estructuras de anclaje, que los caracterizan como ectoparasitos varian
ampliamente en su morfologia, de modo a permitir el asentamiento en el sitio
adecuado del hospedero (Eiras, 1994). Ergasilidae comprende un taxén de Copépoda
que usan las segundas antenas modificadas para el anclaje en las branquias de los
peces hospederos. Ergasilus lizae (Poecilostomatoida: Ergasilidae) es comunmente
conocido para peces marinos y de estuarios, su anclaje puede causar dafos tejiduales
mecanicos en las branquias del hospedero debido al efecto torniquete (=clampnig
efecto) de sus antenas alrededor de las lamelas branquiales (Thatcher & Boeger,
1983). Aproximadamente 130 especies de Ergasilus son conocidos en todo el mundo
por otro lado en Brasil fueron descritas 21 especies parasitando peces de aguas
dulces, costeros y estuarinos (Amado & Rocha, 1995). Algunos estudios sobre datos
en las branquias de peces relacionados a los Copépoda fueron registrados por Kabata
& Cousens (1977), Sutherland & Wittrock (1985) y Bennet & Bennet (2001).

Los parésitos pueden ser fisicamente dafiinos a sus hospederos, pueden actuar
como efectivos reguladores de la poblacion de peces, principalmente sobre larvas e
juveniles (Scott, 1988; Combes, 1996). También representa un rol importante en las
dolencias de los hospederos como es el orden Crustacea que presenta varias especies
de parasitos (Thatcher, 2006; Dezfuli et al., 2010).

Las branquias posibilitan evaluar el efecto de la contaminacion ambiental

cuando son interpretadas como biomarcadores histopatologicas (Bernet et al., 1999;
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Giari et al., 2007; Verjan et al., 2001). Ademas la branquia es un 6rgano importante
para la homeostasis en los peces como el intercambio gaseoso, trasnporte idnico,
excrecion de desechos nitrogenados, regulacion de pH (Mota Alves & Mota Camara,
1987; Perry, 1997, Vigliano et al., 2006). De modo general las branquias también son
importantes para algunos procesos de alimentacion de los peces, donde ellas pueden
funcionar como filtros de alimentos (presas e particulas en suspension) afiadiéndola
especificamente la funcion gustativa por la presencia de papilas gustativas,
lubricacion, inhibicion de la proliferacion de patdogenos registrados como en
Odontesthes argentinensis (Toma de la Hoz et al., 2014).

Diversas especies endemicas del extremo sur de Brasil presentan importancia
econdmica y buena aplicabilidad en acuicultura, incluso el pejerrey marino
Odontesthes argentinensis (Valenciennes, 1835) (Atherinopsidae). La especie posee
origen marina, pero su distribucion es amplia, desde la costa del sudoeste del Brasil
hasta la provincia de Chubut en Argentina (Beheregaray & Levy, 2000). Pero,
también es registrado en ambientes estuarinos como el estuario de la Lagoa dos Patos
(Campanella et al., 2015). Varios estudios fueron realizados sobre esta especie,
incluso en ambito local, como su sistematica (Campanella et al., 2015), genética
(Beheregaray & Levy, 2000; Beheregaray & Sunnucks, 2001), potencial para la
acuicultura (crecimiento y alimentacion) (Tesser & Sampaio, 2006), biologia
reproductiva (Moresco & Bemvenuti, 2006), morfologia y ultraestructura de las
branquias (Diaz et al., 2009), morfogenia microanatomica larval del
desenvolvimiento (Valadares-Costa et al.,, 2009). Sin enbargo estudios
histopatologicos son escasos pero se puede sefialar también que los estudios
relacionados a los parasitos son generalmente para la ocurrencia y distribucion de
estos organismos.

Bajo este contexto en el presente estiidio se describe la histopatologia de las
alteraciones branquiales que ocurren por Ergasilus lizae en O. argentinensis en el

extremo sur de Brasil.

MATERIAL Y METODOS

Los hospedadores: Las coletas de los hospedadores O. argentinensis (n=19)

fueron realizados, con red de arrastro, entre febrero y septiembre de 2016, en la
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cuarta seccion de la Barra (32° 92.55"S; 52° 6'6.97"0O) del Estuario de la Lagoa dos
Patos (ELP), Rio Grande, Rio Grande do Sul.

Los peces capturados fueron muertos por punzon medular, refrigerados y
llevados para el Laboratorio de Biologia de Parasitos de Organismos Aquaticos
(LABIPOA) de la Universidade Federal do Rio Grande (FURG) para la necropsia y
extraccion de las branquias. Antes de la necropsia los hospederos fueron medidos en
longitud total (CT) (cm) y pesados (P) (g). Ambos CT y P son presentados en
promedio e desviacion estandar = x#ds) y también con la amplitud de variacion de
cada uno (AxCT y AxP = minimo -maximo).

La anatomia orofaringea para la extraccion de las branquias se guio con
Vigliano et al. (2006). Las branquias fueron extraidas de la cavidad orofaringea de
los hospedadores en placas de Petri individualizadas para observacion y coleta de los
parasitos. Fragmentos de las branquias con los Copépoda anclados fueran sacados, a
priori, para la imagen macroscopica in foto y in naturae (Figura 1A). Posteriormente
estés fragmentos branquiales fueran sometido a la preparacion histopatologica de
rutina para inclusion en parafina (fijacion: liquido de Bouin, microtomia: Sum,
tincion: Hematoxilina-Eosina) y el montaje permanente fue en Balsamo de Canada
sensu Behmer et al. (1976), Roberts (1981) y Silva et al. (2014). La microtomia fue
realizada con microtomo rotativo automatico Leica RM2255. Las microfotografias
fueron obtenidas mediante el microscopio Olympus BH-2 equipado con una camara
digital Olympus Camedia C-5060.

Los parasitos: Fueran colectados para los procedimientos parasitologicos de
rutina, para montaje permanente (medio de Hoyer sem coloracdo o Balsamo de
Canadé con tincion con Carmin de Semichon o con Tricromico de Mallory) para su
identificacion. A identificacion segun Kabata (1979, 1988) y Boxshall & Monti
(1997) para la morfologia de las primeras y segundas antenas de los endopdditos y
exopoditos. Fueron registradas las infrapopulaciones y posiciones de anclaje de E.
lizae en la longitud de las lamillas branquiales.

Siglas generales de las figuras (1-3): 4rea de contacto com el copepodo
(ACC), celulas epiteliales Malpighio branquial (BEM), Comprimento total (CT),
branquia (BRA), Ergasilus lizae (ERG), hiperplasia hipertréfica (HIP), hipertrofia
(HIP) laminas branquiais primdrios (LAM), laminas branquiais secundarias (LAS),

saco ovigero (SAC), segunda antena (SEA), oral apparatus (OAP).
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RESULTADOS

Morfometria de los hospedadores: Los hospedadores fueron juveniles (CT =
15,8 +2,7 cm; AxCT = 13,0 - 18,5cm; P = 25,0 + 8,7g; AxP = 15,7 - 36,8g).

Aspectos macroscopicos: Las hembras de Ergasilus lizae se anclaron,
principalmente por su segundas antenas (SEA), en las lamillas primarias branquiales
(LAM) del hospedador. Este anclaje ocurrio a lo largo de toda la LAM, i.e., desde su
base hasta su punta. Las Copépodas fueron mas cominmente observadas desde la
parte basal hasta la mitad de la LAM, siendo menos frecuente en su porcion distal.
Estas hembras parésitas eran adultas con sacos ovigeros (SAC) bien desenvueltos
presentes y facilmente observables.

En la regién de anclaje se observa el estrangulamiento de la LAM (efecto
torniquete) y compresion de las lamelas secundarias branquiales (LAS) proximales.
Este estrangulamiento da la LAM causa la discontinuidad del aspecto de las LAS.
Este efecto torniquete en las SEA causa erosion circular perceptible en la region del
estrangulamiento (Fig. 1A).

Ademas de la anclaje pelas SEA, bajo la region ventral o al redor del parasito
hay la regresion de las LAS. En vista lateral, en esta region de erosion SEA-no-
relacionada es perceptible la formacion de una area concava, justamente debido a la
regresion de las LAS. En esta “concavidad” el cuerpo del Copépodo (area del
contacto com el cuerpo del copépodo — ACC) es abrigado y generalmente los SAC se
presentan fuera de las concavidades (region de erosion SEA-non- relacionada) (Fig.
1A). En vista dorsal (superior) esta region de erosion SEA-no-relacionada presenta
un aspecto elipsoide.

No se observaron procesos de telangiectasia durante la Ergasilosis y
observaciones inmediatistas pueden confundir alteraciones globiformes presentes en
estructura branquial con esta anormalidad circulatoria. En este caso esta non-
telangiectasias son alteraciones causadas por metacercarias de Ascocotyle
(Phagicola) longa registradas en hileras en las LAM. Alteraciones de la coloracion
branquial en las zonas de anclaje también no estuvieran presentes.

Aspectos Microscopicos: Histologicamente el anclaje en toda la extension de

las LAM puede ser observada en las Figuras 1B-C y 2A-C. Pueden ser observadas en
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cualquier de las regiones de anclaje del parasito diferentes anormalidades tejiduales.
Las observaciones macroscopicas de la ergasilosis son confirmadas en la
histopatologia, o sea, el estrangulamiento (=torniquete) pelas SEA (Figs. 1B-C).
Ademas también es posible observar que el oral apparatus (OAP) del parasito
contribuye para los procesos histopatologicos e para la anclaje en las LAM del
hospedador (Fig 2A).

Ocurren dos procesos principales observables de las alteraciones: (1) en el
nivel general de las LAM e LAS y (2) en el nivel celular-tejidual de estas mismas
estructuras branquiales. En el primer caso, la alteracion mas evidente es la erosion de
los tejidos (Figs. 1B-C y 2A-C) de la LAM y su obliteracion en las proximidades con
el ACC (Figs. 1B-C y 2B). La erosion ocurre principalmente sobre las LAS. En estas
ACC gran cantidad de restos celulares (formando masas de restos celulares)
ocurrieron en las preparaciones histologicas. Estas masas celulares estuvieron
depositadas en las proximidades del cuerpo del parasito (Figs. 1C y 2B). El principal
componente de estas masas fue el epitelio Malpighiano branquial (EMB) (Celulas
epiteliales pavimentosas simples). Tanto en los restos celulares (dentro de las masas
de restos) en los tejidos danificados de las LAS puedieron ser observadas figura de
necrosis, principalmente la picnosis, caracterizada por nucleos celulares muy
condensados. No presentaron cariolisis y cariorrexis. La erosion de las LAS Causo la
desorganizacion de la arquitectura normal de las branquias (Figs. 1B-2C). En el
segundo caso, en adicion a la necrosis branquial, fueron observados procesos focales
anormales para las dimensiones celulares y tejiduales, tales como la hipertrofia
(HPT) de las células de cloruro (células ricas en mitocondrias) y hiperplasia
hipertrofica (HIP) del EMB y consecuentemente la HPT de toda la camada epitelial
de la branquia anormal. La HIP del EMB fue mas evidente cuando los parasitos
estuvieron anclados en las porciones medio-basales de la LAM. La HIP del EMB
resulto de la obliteracion de las LAS (Figs. 1B-C y 2B). La vacuolizacion del EMB
fuer observado en la LAS y en la region interlamilar (Fig. 3A). las células muciparas
(=células de muco, “globet cells”) presentaronse hipertrofiadas y la branquitis
catarral (=hipermucogenesis: produccién excesiva del muco) fueron observadas
durante los procesos relacionados con la infeccion por Ergasilus lizae. La branquitis
catarral permitié la aglutinacion de las células necrdticas branquiales en las

proximidades del ACC (Figs. 1C y 2B).
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Ademas, la erosion también genera un proceso de defensa en las branquias
similar la queratosis, en el ACC. La queratosis presentose en regiones de amplio
contacto con el parasito, principalmente en porciones que envolveran mas do que la
anclaje pela SEA, o sea, de contacto con los toracopodos del parésito. En estas
regiones de extrema atrofia de las LAS se forma una camada fuertemente acidofilica
y refringente en los preparados tefiidos con la H-E (Fig. 3B). En todas las branquias
analizadas no fueron observados fragmentos de secuestracion de las LAS, como
resultado de la necrosis.

No se observaron infecciones oportunistas por otros patdogenos (sepsis 0
micosis), pero las lesiones corresponden a romper la barrera inmune que pueden

permitir infecciones oportunistas.

DISCUSION

El estudio de los parasitos tiene importancia econdmica y sanitaria para las
especies de peces, principalmente los que presentan intereses econdomicos (Thatcher
& Boeger, 1983; Sindermann, 1990; Bennett & Bennett, 2001). Los parésitos
resultan dolencias que pueden causar altas mortandades del hospedador,
principalmente en actividad de cultivo y sobre las formas juveniles del hospedador
(Eiras, 1994; Thatcher, 1981a). Ademas, los parasitos son reguladores de las
poblaciones de peces, principalmente en los estoques salvajes (Scott, 1988; Comber,
1996).

La morfometria (peso y talla total) de los hospederos O. argentinensis del
presente estudio indica que son juveniles, en comparacion de individuos de
Argentina que son adultos con una medidas entre 37-40 cm sensu Cousseau &
Perrota (2000) y Grosman et al. (2001); en Brasil presenta un comprimiento entre
21,4-23,2 cm sensu Bemvenuti (1987). La fase juvenil fue confirmada pela ausencia
de las gdnadas desarrolladas en los hospedadores que corrobora Balon (1975).

La formaciéon de una concavidad en las branquias por el cuerpo del parasito
como presentado en este estudio es similar las modificaciones en la topografia de la
branquia registradas por otros autores. Molnar & Székely (2004) reportan
formaciones de infestaciones en las areas en las cuales Sinergasilus leini parasita

Hypophthalmus molitrix y Hypophthalmichthys (=Aristchthys) nobilis (Cyprinidae)
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de lagos la Hungria. Estos datos muestran que el cuerpo del parasito ademés sus SEA
también son responsables por causar alteraciones en la estructura del hospedador.

La histomorfologia normal de las branquias del O. argentinensis, segin Diaz et
al. (2009), registra que las LAM y las LAS son cubiertas por el epitelio pavimentoso
simples estratificado y por células muciparas. Este epitelio pavimentoso se torna
estratificado en direccion a la region orofaringea del arco branquial como ocurre en
los Teleostei de modo general (Roberts, 1981). Esta histomorfologia del epitelio
Malpighiano branquial también fue observada en O. bonariensis por Toma de la Hoz
et al. (2014). La misma histomorfologia fue observada en el presente trabajo para las
branquias de juveniles de O. argentinensis que tambien fue observado por Valadares-
Costa et al. (2009). Estos mismos aspectos histoldégicos normales son compartidos
con otras especies de Teleostei con variaciones cuantitativas especie-especificas
(Roberts, 1981; Diaz, et al. 2005; Monteiro, et al. 2010).

Segun Fryer (1965) hay sitios de anclaje tipicos para cada—-Ergasilus en las
branquias de sus hospedadores. En el presente estudio E. /izae se ha demostrd que su
sitio de anclaje es la LAM independiente de la altura, i. e., el parasito se ancla desde
la base hasta el apice de la LAM. Los resultados de Kilian & Avenant-Oldewage
(2013) para el E. sarsi en el Lamprichthys tanganicanus (Poeciliidae) demostraron
que el parasito ocurre en cuantidades diferentes entre las zonas dorsal, medial y
ventral de los arcos branquiales e indican que no hay diferenciaas para las porciones
distales, mediales o proximales de las LAM. El resultados de estos autores parecen
ser similares las observaciones de distribucioén de la anclaje que ocure para E. lizae
en O. argentinensis. Diferentemente Abdel-Hady et al. (2008) registran que E.
egiptyacus se ancla solamente en el arco branquial de Tilapia zilli (Perciformes:
Cichidae). Otros Ergasilidae, como Therodamas fluviatilis se anclan profunda e
exclusivamente en el arco braquial entre las bases de las LAM de Paralichthys
orbignyanus (Pleuronectiformes) (Velloso et al., 2012). Molnar & Székely (2004)
reportan que S. lieni se ancld solamente en los 4pices de las LAM de las especies
hospedadoras estudiadas [Hypophthalmus molitrix 'y  Hypophthalmichthys
(=Aristchthys) nobilis]. Pero Kasuya & Hideki (2015) registraron que Neorgasilus
Jjaponicus se anclan en las aletas de Lepomis macrochirus y Micropterus salmoides

(Centrarchidae).
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Este anclaje pude conducir alteraciones de tejidos y de células que pueden
afectar la osmoregulacion. Ergasilidae se alimentan de estructuras branquiales tales
como el epitelio branquial (Abdel-Hady et al., 2008), de la sangre de los vasos rotos
y otros componentes del arco branquial (Velloso et al., 2012), pudiendo algunas
especies presentar digestion externa por enzimas que parcialmente disuelven las
células epiteliales antes de estas sean ingeridas (Halisch, 1940; Kabata, 1970;
Thatcher & Boeger, 1983). Los procesos de alteraciones branquiales observados en
este trabajo estan relacionados principalmente con: 1) estrangulamiento de las LAM
pelas SEA y 2) pelo contacto del cuerpo del parasito con las superficie da LAM.

En el primero caso diversos trabajos demuestran que la estrangulacion de las
LAM pelas SEA es el padron tipico de anclaje (Molnar & Székely, 2004; Abdel-
Hady et al.,, 2008; Kilian & Avenant-Oldewage, 2013). Esta anclaje por
estrangulacion por las SEA es responsable por causar dafios a la estructura de las
branquias en los peces. En esta situacion hay isquemia difusa en los filamentos como
fue reportado para la 7. zilli infestadas por E. epyptiacus (Abdel-Hady et al., 2008).
De la isquemia resulta la mala circulacion sanguinea en las porciones distales de las
LAM. Esta mala circulacion compromete los intercambios gaseosos branquiales
entre el hospedador y el medio ambiente, ademas entre los tejidos que componen las
branquias y la sangre oxigenada. Este cuadro lleva las células, principalmente las
epiteliales, a un proceso de necrose por anoxia. La necrosis (picnosis) fue observada
en los preparados histoldgicos de este estudio principalmente en las regiones de
estrangulamiento por las SEA. La necrosis indica que los cambios circulatorios
negativos estan presentes en la ergasilosis. La estrangulacion de las LAM caracteriza
la necrosis por coagulacion sensu Thomson (1983). La ergasilosis en las branquias
provoca la reaccion inflamatoria por parte del hospedero que consiste en la inflacion
de las células del EMB, o sea la HIP. Caracteristicamente la HIP se present6 sobre el
EMB. La HIP llevo a la obliteracion de las LAM, confirmando una respuesta del
hospedador a la presencia del parésito (=cuerpo extrafio o antigeno). Por un lado se
nota que el pardsito causa la regresion y desorganizacion de la estructura de la
branquia (principalmente de la LAM) y por otro lado que el hospedero tiende a
reparar el dafio con la produccion de nuevos e abundantes componentes tejiduales.
Tales mecanismos inflamatorios de defensa relacionados a la HIP conducen a la

obliteracion de las LAS tal como fueran observados por Roger (1969), Thatcher &
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Boegers (1983) y Molnar & Székely (2004). La HIP fue la més caracteristica
histopatologia observada en la Ergasilosis causada por E. lizae en O. argentinensis.

Ademas lo proceso de queratogenesis (=queratinizacion) observado en el
presente estudio, también fue observado por Molnar & Székely (2004) en la
Neoergasilosis de H. molitrix y H. nobilis. En este estudio los autores reportan la
ocurrencia de un tipo de cuticula en las zonas de contacto hospedador-parésito.
Procesos como la queratogenesis indicam que la lesion corresponde a una condicion
de defensa generalmente cronica (esclerotizacion) por parte del hospedador
(Thomson, 1983). Esto significa que el parésito puede estar anclado hace mucho
tiempo en el hospedador, mas también que sus efectos negativos son intensos. Por
otro lado también puede tratase de una respuesta aguda e intensa contra el parasito.
Esta condicion de aguda a crénica conduce a una metaplasia, o sea, la
queratinizacion (esclerotizacion) de regiones de la superficie mucosa tipicas de la
branquia. Las superficies mucosas son desprovistas de queratinizacién para que los
cambios gaseosos o de nutrientes se puedan dar adecuadamente y mas efectivamente
(Gartner & Hiatt, 2007). Esta metaplasia significa que en estas regiones branquiales
(mismo que focales) el cambio caseoso es comprometido o no ocurrirdn. La
esclerotizacion de superficies mucosas es un mecanismo de defensa por parte del
hospedador extremamente desfuncionalizantes, siendo tipica de procesos
inflamatorios severos. Los procesos inflamatorios estdn sobre cinco pilares
principales: la tumefaccion (edema), la hipertermia (fiebre) (ausentes en peces, hasta
donde se registra la literatura), hiperemia, algesia y la cicatrizacion (perdida de
funcion) (Thomson, 1983). En este Gltimo pilar se encuadra el proceso de metaplasia
(queratinizacion puntual) observada en la Ergasilosis.

Con relacion el segundo caso, Kilian & Avenant-Oldewage (2013) indican que
las piernas natatorias de E. sarsi contribuyen para la erosion y desorganizacion de las
LAM de L. tanganicanus. Estés ultimos autores conjuntamente con Molnar &
Székely (2004) corroboran los resultados macroscopicos y microscopicos para
alteraciones en la topografia de la formacion de concavidad y consecuentes cambios
en la topografia de las hemibranquias causadas por otras partes corporales del
parasito que no solamente las SEA.

El anclaje ocurrid principalmente por la SEA, estudios indican que el oral

apparatus también es responsable por ayudar en este proceso como lo estudio de
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Molnér & Székely (2004) y fue observado también en el presente estudio. En este
estudio los autores desmontan que la HIP del EMB es una respuesta contra el
contacto hospedador-parasito.

La hipertrofia de las células muciparas y su hipermucogenesis, asi como la
hipertrofia de las células de cloruro, también significan respuestas inflamatorias
contra la actividad del pardsito. La hipermucogenesis comprende una respuesta
contra las capacidades irritantes de parasito sobre superficies mucosas del
hospedador, como es el caso de la cavidad orofaringea. Roger (1969) indica que E.
cyprinaceus provoca en Notropis boleyi (Cyprinidae) de America del Norte la
hiperplasia (aumento en numero) de las células muciparas branquiales para
contrarrestar al parasito. Aparentemente la Ergasilosis por E. lizae no ocurri6 la
hiperplasia de las células muciparas, fue solamente visible que las células muciparas
se hipertrofiaron y produjeron grandes cantidades de muco. La hipertrofia de las
células de cloruro pueden indicar que la maquina fisioldgica celular estd invirtiendo
en mecanismos de la manutencion de la homeostasis. Se puede pensar la
hipermucogenesis también es un factor a mas de complicado para la manutencion de
la homeostasis. Todo los mecanismos negativos (o inadecuados) de cambios
caseosos y/o i6nicos branquiales pueden estar retroalimentandose. La HIP del EMB
sumada con la branquitis catarral constituye un espesamiento de las fronteras de
cambios entre el organismo (hospedador) y el medio ambiente. Asi que cuanta mas
cronica es la Ergasilosis, mas HIP del EMB y més branquitis catarral ocurre y mas
dificil se tornara los cambios branquiales. Esto aumenta gradual y retrospectivamente
los cuadros de anormalidades branquiales.

En conclusion la Ergasilosis por E. lizae en juveniles de O. argentinensis
constituye importante mecanismo para alteraciones branquiales, teniendo como las
alteraciones caracteristicas la erosion de las lamillas primarias y secundarias de las
branquias, la hiperplasia hipertrofica del epitelio Malpighiano branquial, la
hipertrofia de la células muciparas y consecuentemente branquitis catarral
(hipermucogenesis), la hipertrofia de las células de cloruro y la queratinizacion
(metaplasia) de las areas de contacto hospedador-parasito, constituyéndose asi

lesiones graves y desfuncionalizadoras para las branquias.
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Figura 1. Ergasilus lizae (ERG) en la branquia (BRA) de Odontesthes argentinensis del extremo sur
de Brasil. A: Microfotografias de um parasito anclado in toto e im naturae. Segundo lugar antenas
(flechas) de anclado do LAM. Escala: 04 mm. B: Parasite anclado em la base del LAM. La
oblitecacion de la LAM (circulo). Detalle: La segunda antenas en corte transversal (flechas). Tincion:
H-E. Escala: 515 um C: ERG en el meio de LAM. Detalle: los restos celulares das branquias (circulo),
toracopodos (flechas llenas), segunda antena derecha en corte transversal (Fecha vacia). Tincion: H-E.
Escala: 400 um. Leyenda Geral: LAM — Primera lamela pimarios; ARC —arco branquial SAC - saco
ovigera do ERG.
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Figura 2. Ergasilus lizae (ERG) en la branquia de Odontesthes argentinensis del sur de Brasil. A:
Anclaje del parasito con la segunda antena (circulos) en el LAM. Tincion: H-E. Escala: 35um. B:
fotomicrografias ERG en el centro de la LAM causando la obliteracion de las branquias. Detalle:
massas de células necroticas (circulo) e 0 OAP del ERG. Escala: 220 um. C: Fotomicrografias de
ERG en la punta de LAM con Digenea (Metacearcariae) que ocurre concomitantemente y alineado
(circulos). Detalle: Segunda antena ancladode la LAM (flechas). Tincion: H-E. Escala: 310 pm.
General Leyenda: ARC—arco branquial; LAM-lamela de branquia primaria; OAP—aparato oral; SAC -
saco ovigero del ERG.
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Figura 3. Ergasilus lizae (ERG) en la branquia (BRA) de Odontesthes argentinensis del sur de Brasil.
A: Anclaje del parasito con la segunda antena (circulo) y con el aparato oral (OAP) en el LAM con

proyeccion del maxilipede (flecha). Mancha: H-E. Escala: 35pum. B: microfotografias de ERG en el
centro de la LAM causando la obliteracion de las branquias. Escala: 220 pm.
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CONCLUSOES GERAIS

Os dados deste estudo indicam que a composicdo das assembleias de
metazoarios ectoparasitos € mesoparasitos de peixes-rei do sistema de lagoas Patos-

Mirim e Mangueira e na area costeira do Atlantico Sul sdo diferenciadas.

Odontesthes argentinensis, tanto no mar quanto no estudrio da Lagoa dos
Patos, ¢ parasitado por Ergasilus lizae. A prevaléncia de E. lizae em O. argentinensis

¢ maior no estudrio da Lagoa dos Patos, do que no mar.

Odontesthes bonariensis ocorreu na Lagoa Mangueira e na Lagoa Mirim. Na
lagoa Mangueira, O. bonariensis foi parasitado exclusivamente por duas espécies de
Isopoda, Artystone trysibia e Braga patagonica. Na Lagoa Mirim, O. bonariensis foi
parasitado somente por espécies de Ergasilidae, nomeadamente, Gauchergasilus

euripedesi e Ergasilus sp.

Por outro lado, a descrig¢@o histopatoldgica das alteragdes branquias decorrentes
pela parasitose de Ergasilus lizae, em Odontesthes argentinensis no Estudrio Lagoa
dos Patos, causa o efeito torniquete apresentando erosdo com hiperplasia
hipertrofica, necrose e obliteracdo laminar. O hospedeiro para neutralizar essas

patologias nas lamelas primarias, apresenta queratinizagao do tecido branquial.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados apresentados neste estudo, surgiram novas
perspectivas referente a distribui¢do dos parasitos e sobre o uso dos seus hospedeiros

no complexo de Lagoas Patos-Mirim e Mangueira.

- Como Ergasilus lizae utiliza Odontesthes argentinensis nos diferentes

ambientes: estuario da Lagoa dos Patos e regido maritima?

- Se a parasitose de Odontesthes bonariensis por Isopoda na Lagoa Mangueira
e por Ergasilidae na Lagoa Mirim, caracteriza um processo de co-evoluciao e
isolamento destas assembleias (parasito-hospedeiro), ou se caracteriza uma resposta

ecologica?
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