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Introducao geral



A piscicultura continental tem papel de destague no agronegocio
mundial e, atualmente vem aumentando a sua importancia em ambito
nacional (LUVIZOTTO-SANTOS et al., 2009). Em 2015, foram produzidas
483 mil toneladas de peixes no pais (BRASIL, 2017) e, com a perspectiva da
populacdo mundial alcancar mais de 9 bilhdes de pessoas em 2050, a FAO -
Organizacédo das Nacfes Unidas para Alimentacdo e Agricultura, ressalta a
necessidade da producédo de alimentos, principalmente proteina animal, fator
principal para que n&o haja subnutricho mundial. A aquicultura sera
fornecedora de proteina, pois a captura por pesca vem declinando nas
Ultimas décadas, devido a sobrepesca e a degradacdo ambiental. As
expectativas indicam que a aquicultura no Brasil ter4 crescimento superior a
104% até 2025 (FAO, 2016).

O sucesso na piscicultura estéa intrinsicamente ligado a implementacéo
de boas praticas de manejo nos viveiros como também em condicGes
laboratoriais, como o controle da qualidade da &gua, quarentena dos
organismos antes da entrada no sistema, profilaxia dos tanques, aquarios e
dos animais, retirada de peixes doentes e alimentacdo balanceada e de
gualidade (HILL et al., 2005; TAVECHIO et al., 2009; ADU and THOMSEN
2011).

Estes fatores sdo preponderantes para o controle de diversas
patologias, e a ndo conformidade de algum deles deixa uma abertura para os
patdégenos oportunistas como as bactérias, virus, parasitas e oomicetos
(FIGUEIREDO e LEAL, 2008; VALLADAO et al., 2015).

Caracterizacdo da patologia

As dermomicoses sao mais frequentes em peixes em temperaturas
mais baixas, principalmente no periodo de inverno em regides tropicais e
subtropicais. A transmissao dos microrganismos patogénicos ocorre pela
agua ou pelo contato peixe a peixe. (PAVANELLI et al., 2002; PRADHAN et
al., 2008).

Infecgcbes causadas por oomicetos sdo comumente atribuidas aos
géneros Saprolegnia e Achlya, porém, outros oomicetos também podem

parasitar outros organismos. Espécies de Aphanomyces sdo mais



conhecidas como parasitas de plantas ou de invertebrados (DIEGUEZ-
URIBEONDO et al. 2009).

Caracterizacdo do patégeno

Segundo KIRK et al. (2008) os oomicetos estdo presentes em todos 0s
ecossistemas, aquaticos, marinho, continentais e terrestres, podendo ser
saprobios obrigatdrios ou parasitas facultativos de macroalgas, peixes, fases
larvais de insetos, plantas ou raizes, mamiferos, até mesmo o ser humano.
Sao organismos unicelulares, com talo holocéarpico, ou micelial, eucarpico e
hifas cenociticas. A reproducdo assexuada ocorre pela formacdo de
zolsporos biflagelados e, a sexuada, pelo contato de gametangios
diferenciados (ALEXOPOULOS et al., 1996).

O oomiceto Aphanomyces invadans € agente etiolégico das
enfermidades granulomatose micética, doenca das manchas vermelhas,
micose ulcerativa e a sindrome ulcerativa epizoética, que posteriormente
identificou-se como a mesma doenca e propuseram um Nnovo nome -
aphanomicose granulomatosa epizodtica (BALDOCK et al., 2005). Segundo
TAKUMA et al. (2013), esta unificacdo corroborou com os relatérios de

notificacdo da enfermidade. O género Aphanomyces foi criado para agrupar

espécies que possuem hifas consideradas mais delicadas e delgadas (Figura

1) em relagdo a outros oomicetos (SCOTT, 1961).

Figura 1: Hifas de Aphaﬁomyces sp. crescendo 4gua com sementes de sorghum sp.



Produtos quimicos

De acordo com ANDRADE et al. (2005) a chegada do inverno propicia
surtos de doencas e fungos em peixes, tanto de aquarios, quanto de
piscicultura e varios métodos sao utilizados para evitar ou, até mesmo, tratar
0S organismos, sendo que varios destes produtos sdo altamente toxicos se
administrados de maneira incorreta.

LUVIZOTTO-SANTOS et al. (2009) ressaltaram a importancia de
conhecer os produtos utilizados na aquicultura, mesmo 0s sem registro para
a atividade, para se manter a seguranca alimentar, ambiental e laboral da
producéo aquicola no pais.

Verde de malaquita foi o produto mais utilizado no tratamento de
patologias causadas por oomicetos. Em 2005 foi totalmente proibido o seu
uso na aquicultura apés o reconhecimento da sua alta toxicidade para o
organismo tratado e para o ambiente, além do potencial carcinogénico,
teratogénico e mutagénico (OONO et al., 2007; SUDOVA et al., 2007).

Outro produto muito utilizado é o formol para tratamento de ovos, mas,
tem sido substituido gradativamente por outros de menor impacto nos
ecossistemas e de menor toxicidade, como o cloreto de sodio, permanganato
de potassio, iodeto de polivinilpirrolidona, 6leos essenciais e extratos de
plantas, aliado as melhorias nas praticas de manejo dos sistemas
(FUANGSAWAT et al., 2011; CORREA et al., 2013; VALLADAO et al., 2015).

Segundo OONO and HATAI (2008) o bronopol surgiu como alternativa
no Japao para tratamento de ovos de trutas contra oomicetos, devido a sua
utilizacao anterior em produtos cosméticos e produtos farmacéuticos.

No Brasil, o bronopol é utilizado também para conservacao de leite
(LASMAR et al.; 2011). O bronopol € um composto bastante solivel em
agua, por isso nos ecossistemas ndo se espera que seja bioacumulado e
ainda é uma substancia de baixa toxicidade. E um composto instavel no
ambiente e, por isso, € degradado rapidamente ou esta presente em baixas
concentracOes (DYE et al.; 2007).

Para ALI et al. (2015) o bronopol ndo tem a mesma eficacia do verde

de malaquita, porém, a sua toxicidade € baixa para peixes e seus ovos, a



seguranca alimentar € a principal vantagem do produto. No entanto, foi
demonstrado posteriormente efeitos cronicos em fito e zooplancton.

O sulfato de cobre, amplamente utilizado na aquicultura para combater
parasitas e algas em tanques ou corpos hidricos, sendo que a sua eficacia
tem sido reconhecida contra micoses causadas por oomicetos e, também é
utilizado para controle do parasita Ichthyophtirius mutifilis (NOGA and
DYKSTRA, 1986; BOYD and TUCKER, 1998; SUN et al., 2014; MELENDRE
et al., 2006). O sulfato de cobre também é utilizado como substancia de
referéncia em ensaios ecotoxicologico (VENTURINI et al., 2008; ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2008; PAIXAO et al., 2013).

O azul de metileno € um dos produtos para tratamento mais utilizados
para peixes de aquario, no combate aos fungos e protozoarios externos. Ele
possui a vantagem de ser pouco toxico em relacdo a outros produtos tanto
em banho de curta como de longa duracdo. Este farmaco pode ocasionar,
dependendo da concentracdo, aumento da ventilacdo respiratéria branquial
dos peixes devido a transformacdo da metahemoglobina sanguinea em
hemoglobina, portanto, € muito Gtil em casos de opacidade contagiosa da
pele e branquias, onde ocorre insuficiéncia respiratéria (PAVANELLI et al.
2002, ANDRADE et al. 2005).

Entre os banhos mais utilizados na profilaxia de peixes, estdo o banho
com cloreto de sédio (NaCl), permanganato de potassio (KMnOa), formalina,
azul de metileno, e com cloranfenicol; todos esses sédo utilizados na profilaxia
e tém sido estudados para o tratamento de doengas provocadas por fungos,
virus e bactérias (ANDRADE et al., 2005).

Atualmente, existe a preocupacado tanto dos profissionais que atuam
na area quanto do consumidor em adquirir um produto, no caso, 0 peixe,
isento de contaminacdes. E por este motivo que se deve reservar especial
atencdo ao prazo de caréncia de cada produto no organismo apos
tratamento (MARTINS, 2004).

CARRASCHI et al. (2015) ressaltam a necessidade de ensaios para
avaliagcéo da toxicidade das substéancias utilizadas em ovos e peixes.

A sensibilidade a alguns agentes quimicos varia entre espécies de
peixes, portanto, h4 uma grande demanda no desenvolvimento de estudos

com espécies mais sensiveis, com representatividade ecoldgica e econdmica



dos ecossistemas aquaticos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). LOMBARDI
(2004) ressalta a importancia dos ensaios ecotoxicologicos para produtos
guimicos e medicamentos utilizados no tratamento de organismos aquaticos,
a fim de avaliar sua eficacia, os possiveis efeitos negativos e a protecao dos
organismos nao alvos. No ambiente aquatico muitas vezes 0s organismos
estdo expostos a agentes quimicos em niveis nao letais podendo néo levar a
morte do organismo, mas causando disturbios fisiologicos e/ou
comportamentais a longo prazo (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Breve descricdo do peixe Danio rerio

O peixe da familia Cyprinidae, Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822),
conhecido como paulistinha ou “zebrafish” (Figura 2) € originario de
ambientes lénticos do sudoeste da Asia e foi introduzido como modelo
biolégico na década de 1960 nos Estados Unidos. Desde a década de 1980
vem sendo empregado em Varios estudos, gracas a caracteristicas como

representatividade em relacdo ao grupo dos peixes e estabilidade genética.

O D. rerio também tem se mostrado sensivel mesmo quando exposto a
baixissimas doses de compostos quimicos (MOURA e OLIVEIRA, 2014).

y
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Figura 2: Aquério de reproducéo do peixe Danio rerio.



HILL et al. (2005) afirmaram que as caracteristicas do “zebrafish” o
tornaram um modelo seguro em pesquisas e, salientam a facilidade de
manutenc¢ao, baixo custo de obtencdo dos reprodutores, pouca necessidade
de espaco e precocidade reprodutiva, pois, com 3 meses apos a ecloséo ja
reproduzem, com alta taxa de fecundacéo, podendo desovar cerca de 200
OvOS em uma postura e, os embrides sdo translicidos (Figura 3) e assim
facilitando a observagdo do desenvolvimento das estruturas corporais em
curto espaco de tempo. Na Ultima década houve um aumento do uso do
peixe D. rerio em ensaios ecotoxicolégicos, devido a alta sensibilidade a
substancias toxica (COSTA et al., 2008; LAMMER et al., 2009; OECD, 2013;
BELANGER et al., 2013).

Figura 3: Embridao de Danio rerio com 72 horas pés fertilizacéo.

A dissertacdo esta apresentada em capitulo Unico.
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RESUMO

Na piscicultura cerca de 10% das perdas ocorrem na incubacgéo de ovos e larvicultura
devido a doencas causadas por oomicetos. O oomiceto responsavel pela morte de
ovos do peixe D. rerio mantido no Instituto de Pesca foi identificado por taxonomia
classica e molecular até o género Aphanomyces. Ensaios com Aphanomyces em meio
Yeast-Starch foram conduzidos para determinar as concentragdes do sulfato de cobre
(Cu), do azul de metileno (Am) e do bronopol (Br) responsaveis pela inibi¢do de 50%
(C150;96h) e de 100% (concentracdo minima inibitéria-CMI) do crescimento micelial
apos 96h de exposicdo. Ensaios com ovos de D. rerio foram realizados para
determinar as concentracOes letais a 50% dos organismos (CL50;96h) e as maiores
concentracdes que ndo causam efeitos significativos na porcentagem de eclosdo das
larvas apds 96h. Os valores das C150; 96h foram 4,50 mg L Cu; 4,59 mg.L? Br;
137,74 mg.Lt Am e as CMI 100 foram iguais a 10,2 mg.L™* Cu, 20 mg.L™ Br e 1275
mg.Lt Am. Os valores das CL50;96h foram 0,38 mg.L™ Cu; 27,31 mg.L™* Br e 40,54
mg.L"T Am. As maiores concentragdes que ndo causaram efeito deletério significativo
sobre a porcentagem de eclosdo com valores de sobrevivéncia maiores que 90%
foram iguais a 0,190 mg.L* Cu, 1,0 mg.L? Br e > 10 mg.L! Am, indicando a
possibilidade do uso dos valores de 0,190 mg.L™ de cobre e de 1,0 mg.L? de
bronopol para o tratamento de ovos de D. rerio em sistema estatico por 96h apds mais
estudos que demonstrem a auséncia de efeitos nocivos no desenvolvimento e
reproducao.

Palavras-chave: Oomiceto; efeito toxico letal e subletal; sanidade; tratamento
quimico; peixe-zebra.
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FUNGICIDES IN CONTROL OF Aphanomyces sp. AND ITS TOXIC
DAMAGES IN THE EMBRYO DEVELOPMENT OF Danio rerio

ABSTRACT

In fish farming about 10% of losses occur at eggs and larvae in incubation due to
diseases caused by oomycetes. The oomycete is responsible for eggs losses of D.
rerio fish kept at the Fisheries Institute. It was identified by classical and molecular
taxonomy as genus Aphanomyces. Assays with Aphanomyces in Yeast-Starch
medium were conducted to determine the concentrations of copper sulfate (Cu),
methylene blue (Am) and bronopol (Br) responsible for inhibition of 50% (IC50, 96h)
and 100% (minimal inhibitory concentration-MIC) of mycelial growth after 96h of
exposure. Tests with D. rerio eggs were performed to determine lethal concentrations
at 50% of the organisms (LC50, 96h) and the highest concentrations that did not
cause significant effects on the larval hatching percentage after 96h. IC50 values; 96h
were 450 mg L Cu; 4.59 mg.L? Br; 137.74 mg.L* Am and the MICs 100 were
equal to 10.2 mg.L? Cu, 20 mg.L™* Br and 1275 mg.L™* Am. The LC50;96h values
were, 0.38 mg.L? Cu; 27.31 mg.L? Br and > 40.54 mg.L? Am. The highest
concentrations that did not cause significant deleterious effect on the percentage of
hatching with survival values greater than 90% were equal to 0.190 mg.L* Cu, 1.0
mg.L? Brand > 10 mg.L** Am, indicating the possibility of using the concentration
of 0.190 mg.L* of copper and 1.0 mg.L™? of bronopol for the treatment of D. rerio
eggs in the static system for 96 h after further studies demonstrating the absence of
harmful effects on development and reproduction.

Key words: Oomycetes; lethal and sublethal toxic effect; sanity; chemical
treatment; zebrafish
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1 Introducéo

O desenvolvimento e a intensificacdo dos sistemas aquicolas tém favorecido a
ocorréncia de patdgenos durante o ciclo produtivo. A expansdo desta atividade e
controle dos surtos de doencas tem gerado alguns problemas, ainda ndo mensurados
para 0s ambientes aquaticos, como o uso ndo regulamentado de produtos quimicos
das mais diversas classes (Floréncio et al. 2014). Dentre as doencas, destacam-se as
causadas por oomicetos (Portugal & Figueiredo 1995).

Ovos nédo fecundados e mortos sdo um excelente substrato para a proliferacao
dos oomicetos saprobios e constituem um dos principais problemas para a
larvicultura, pois podem ocasionar altas taxas de mortalidade (Shahbazian et al. 2010,
Songe et al. 2016, De Swaef et al. 2016).

Oomicetos do género Aphanomyces (Reino Straminipila, Familia
Leptolegniaceae) (Kirk et al. 2008) incluem organismos saprobios, fitoparasitas e
patdégeno de animais e, € um dos mais comuns causadores de doengas fungicas em
peixes na Asia, Australia e Europa (Takuma et al. 2013). No Brasil, existem registros
em algumas pisciculturas e no ambiente natural. (Gomes & Pires-Zottarelli 20086,
Pinheiro et al. 2015, Silva & Sousa Rocha 2017).

Entre as doencas de notificacdo obrigatéria pelo MAPA (Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) no Brasil a sindrome ulcerativa epizodética
(EUS-epizootic ulcerative syndrome) € uma delas (BRASIL, 2013). Surgiu no inicio
dos anos 80 na Asia e atualmente ha registro da sua ocorréncia em 15 paises deste
continente. A mesma doenga é conhecida por nomes diferentes dependendo da regiao,
mas tem 0 mesmo agente etioldgico, o oomiceto Aphanomyces invadans (Campbell et
al. 2001, Scarfe, Cheng-Sheng Lee 2006, Lee 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial para Sadde Animal — OIE (2015) o Brasil
ndo teve nenhum caso reportado da sindrome ulcerativa epizodtica causada por
Aphanomyces invadans (Campbell et al. 2001), porém, ndo se sabe se outras espécies
de Aphanomyces ja acometeram animais de criacdo no pais, pois existem relatos para
outros oomicetos, principalmente para Saprolegnia (Martins et al. 2002, Corréa et al.
2013). Isso ocorre pois as patologias causadas por oomicetos apresentam sinais
clinicos semelhantes (Pavanelli et al. 2002).

Na busca do tratamento das micoses tegumentares e de outras doengas séo

empregados varios produtos quimicos como o formaldeido, bronopol, permanganato
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de potéassio, sulfato de cobre (Oono et al. 2007, Sudova et al. 2007, Fuangsawat et al.
2011, Corréa et al. 2013, De Swaef et al. 2016), fitoterapicos e Gleos essenciais
(Borisutpeth et al. 2009, Valladdo et al. 2015). Porém, nenhum produto esta
registrado no Brasil para esta enfermidade.

A utilizacdo de produtos quimicos € regida por legislacdo especifica
(Ostrensky et al. 2007), e no Brasil, poucos produtos sdo registrados para uso em
aquicultura (Tavechio et al. 2009, Valladao et al. 2015), apenas os antibioticos
florfenicol, oxitetraciclina, o ectoparasiticida Masoten® e a vacina Aquavac®-Strep
Sa. Ali et al. (2015) ressaltam que existe uma pungente necessidade em se buscar
produtos e vacinas que previnam a infeccdo e, que ndo causem impactos ao meio
ambiente, mantendo a seguranga alimentar e viabilidade econdmica. As medidas
profildticas existentes e os tratamentos para as infec¢bes fungicas necessitam de
estudos mais aprofundados que possibilitam um manejo e controle mais eficientes
visando a manutencao da sanidade aquicola.

Diante disso, objetivou-se: isolar, cultivar e identificar a espécie de oomiceto
que ocorre nos ovos de Danio rerio (peixe zebra); avaliar o efeito fungicida do sulfato
de cobre, do bronopol e do azul de metileno no crescimento micelial do oomiceto;
determinar os efeitos letais e subletais do sulfato de cobre, azul de metileno e do

bronopol em embrides de D. rerio.

2 Material e Métodos

Todos os procedimentos realizados no estudo envolvendo animais seguiram
0s principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Pesca (CEEAIP) sob o nimero 1535/09-16.

2.1.  Isolamento e identificacdo do patogeno

A cepa do oomiceto utilizada foi isolada de ovos coagulados de Danio rerio
oriundos do laboratorio de Criagdo de D. rerio localizado no Centro de Aquicultura
do Instituto de Pesca APTA/SAA-SP. O isolamento seguiu a metodologia descrita
por Corréa et al. (2013) utilizando-se os antibidticos sulfato de estreptomicina,

penicilina G e vancomicina nas concentragdes de 0,1g, 0,29 e 0,02g.L%,
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respectivamente (Nascimento & Pires-Zottarelli 2012), visando a purificacdo do
isolado.

Placas com o isolado foram encaminhadas para identificagdo inicial no
Laboratério de Micologia do Instituto de Botanica por taxonomia cléssica e utilizou a
chave taxondmica descrita por Johnson et al. (2002). A identificacdo por biologia
molecular foi feita no laboratério de sequenciamento de DNA do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

A extracdo do DNA do oomiceto seguiu a metodologia descrita por Jerénimo
et al. (2015) e utilizou-se os primers UN-up18S42 e UN-1028S22 para amplificacdo
da regido transcrita interna (ITS) descrito por Robideau et al. (2011).

A sequéncia de DNA ribossomal (ITS rDNA) obtida foi comparada com as
sequencias disponiveis no banco de dados GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), através da ferramenta de busca “Nucleotide
Basic Local Alignment Search tool” (BLASTn) (Takuma et al. 2013). A arvore
filogenética pelo método de maxima verossimilhanca foi realizada no programa
MEGA 6 (Tamura et al. 2013).

2.2. Manutencéo dos organismos testes

Apbs o crescimento e purificacdo, o isolado de Aphanomyces sp. foi
transferido para placas com o meio de cultura YPSS (Levedura Amido Agar) 10g de
amido soluvel, 0,25g de fosfato de potassio, 0,125g de sulfato de magnésio, 0,25g de
extrato de levedura, 159 de &gar por litro de agua destilada (Emerson, 1941),
previamente autoclavado. As placas foram mantidas em estufa de demanda biol6gica
de oxigénio a 22° + 1°C e repicadas para manutencdo do oomiceto entre 10 a 15 dias.

Os peixes zebra foram mantidos segundo a Normativa NBR 15088 (ABNT
2016). No dia anterior ao ensaio, foram utilizados 4 trios de D. rerio para obtencéo
dos embrides, os casais eram formados na proporcao de dois machos para uma fémea
(2M:1F), e eram estocados em aquérios de reproducdo separados por uma placa
divisoria por 12 horas em fotoperiodo (12h claro/ 12h escuro). Meia hora antes das
luzes ascenderem por timer programado era retirada a divisoria, e apds 30 minutos
verificava-se ocorréncia da postura de ovos. Os ovos foram coletados e transferidos
para placas de Petri, para a separagdo dos fecundados dos né&o-fecundados ou

coagulados, com o auxilio de lupa e pipeta de Pasteur (Figura 1).
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Figura 1: A: Selecdo dos ovos de Danio rerio fertilizados para exposicdo aos
fungicidas. B: Ovo viavel para ensaio. C: Ovo coagulado.

2.3.  Testes in vitro com Aphanomyces sp.

As seguintes substancias foram utilizadas nos ensaios de inibicdo do
crescimento e para 0s ensaios de concentracdo inibitoria minima: azul de metileno
(C16H1sCINsS), da InLab®; bronopol (CsHeBrNOs), da Pyceze® Novartis Animal
Vaccines Limited; e sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20), da Merck®. Ao
longo do trabalho, o sulfato de cobre foi expresso em massa do metal cobre.

As solugbes foram preparadas com agua deionizada, em baldes volumétricos
de 100 mL. Apo6s a homogeneizacdo, a solucdo foi passada por filtro de 22
micrémetros, para ndo ocorrer contaminacao.

A amostra micelial utilizada nos ensaios in vitro com sete dias no maximo de
crescimento e, os discos com micélios de 6 mm foram retirados da periferia da placa
(Campbell et al. 2001). O sulfato de cobre foi utilizado também como substancia de

referéncia para avaliar a sensibilidade de cada lote do oomiceto.

2.3.1. Ensaio concentracao de inibigdo

Realizou-se ensaio utilizando as concentracbes 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 1000 e
10.000 mg.L™* para determinar as concentragdes que ndo causaram efeitos e as que
causaram efeitos deletérios no organismo, denominado de ensaio preliminar para
todas as substancias, preparou-se uma série de concentracdes intermediarias entre as

concentragdes que causaram 0% a 100% de inibicdo do crescimento do patégeno.
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A sensibilidade de cada lote repicado do oomiceto foi verificada, para isto,
utilizou-se o sulfato de cobre como substancia de referéncia (Zagatto & Bertoletti
2008, Paixao et al. 2013), paralelamente ao ensaio com as substancias bronopol e azul
de metileno, a fim de verificar se a cepa do oomiceto manteria a mesma sensibilidade
durante todos os ensaios.

Nos ensaios definitivos, para determinar a concentracdo inibitéria (CI) do
produto quimico que causou inibicdo do crescimento a 50% dos isolados, apds 96
horas de exposicao (CI150;96H) foram utilizadas as concentracGes de 0,5; 1; 2; 4; 8 e
16 mg.L? para CuSOs, 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 e 128 mg.L™ para bronopol, as
concentragdes 100; 150; 225; 337,5; 506,25; 759,38; 1.139,07 e 1.708,6 mg.L™ para o

azul de metileno.

2.3.2. Ensaio concentracdo minima inibitéria

Realizou-se ensaios para obtencdo da concentracdo minima inibitéria para
100% de crescimento (CMI100) (Fuangsawat et al. 2011), foram utilizadas as
concentragdes de 1; 1,46; 2,92; 4,37; 5,83; 7,29; 8,75 e 10,21 mg.L™ para cobre, 8;
12; 16; 20; 24; 28 e 32 mg.L! para bronopol, 1.125; 1.150; 1.175; 1.200; 1.225;
1.250; 1.275 e 1.300 mg.L™* para azul de metileno.

As substancias foram dissolvidas em agua destilada e posteriormente no meio
de cultura a 45°C, conforme a descri¢do da norma CLSI M38 A2 (2008). A mistura
de cada concentracdo em meio YPSS foi vertida em placas de Petri e ap6s a
solidificacdo, um disco de 6 mm (Figura 2a) de diametro do cultivo do micélio do
oomiceto foi disposto no centro da placa e mantida em estufa bacteriolégica a 22°C,
durante 96 horas em auséncia de luz. Cada placa corresponde a uma repeticao e, para
cada tratamento foram preparadas triplicatas.

Além das concentracdes das substancias alvo, os ensaios apresentaram um
grupo controle contendo apenas o meio de cultura com o oomiceto como controle
positivo e, um grupo controle negativo somente com YPSS.

O efeito das substancias sobre o crescimento micelial do patdgeno foi avaliado
através da medida didria do crescimento radial das colbnias. As medidas, em

centimetros, foram realizadas ap6s 24, 48, 72 e 96 horas de incubacédo (Figura 2b).
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Figura 2: A: Repicagem em meio de cultura do oomiceto Aphanomyces sp. isolado de
ovos de D. rerio. B: Medicao do diametro da cultura na placa controle.

2.4. Testes in vivo

Para o0 ensaio de toxicidade Fish Embryo Toxicity Test “FET TEST” (OECD
2013), as concentracgdes utilizadas no ensaio preliminar foram de 0,001; 0,01; 0,1; 1;
10 e 100 mg.L™* para o bronopol e azul de metileno, as substancias foram diluidas em
agua deionizada com dureza reconstituida para 40 mg de carbonato de célcio (CaCOg)
(ABNT, 2016).

Para a substancia de referéncia sulfato de cobre, utilizou-se as concentragfes
0,033; 0,058; 0,105; 0,190; 0,343; 0,622; 1,126 € 2,039 mg.L™.

As concentrages definitivas para o bronopol e azul de metileno foram
estabelecidas pelo intervalo das concentra¢Bes no teste preliminar. As concentragdes
foram 1; 2,2; 4,8; 10,6; 23,4; 51,5; 113,4 e 10,6; 23,4; 51,5; 113,4; 226,8; 498,9 e
1097,7 respectivamente.

O experimento consistiu em 8 tratamentos (7 concentragdes para cada produto
e controle) e 20 réplicas e delineamento inteiramente casualizado. Ovos recém
fecundados com até 2 horas da postura foram expostos a solu¢Ges de cada produto
quimico. Apenas um ovo foi colocado por po¢o de 2 mL na microplaca de 24 pocos.
(Figura 3).
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Figura 3: Leitura do ensaio, microplaca de 24 pocos de 2 mL A: Ovo coagulado. B:
Embrido controle com 24 horas pos fertilizacao.

Os critérios de sobrevivéncia, eclosdo e malformacdo foram examinados
diariamente através de um estereomicroscépio em aumento de 40x.

Efeitos agudos foram determinados pelos efeitos letais, e considerados como
agudos a coagulacdo, auséncia da formacdo de somitos, ndo desprendimento da cauda
do saco vitelinico e auséncia de batimento cardiaco (OECD 2013). Foram
considerados efeitos subletais os edemas, ma formagdes, escoliose e eclosdo tardia
(Lammer et al. 2009, Tesolin et al. 2014) (Figura 4).

Verificou-se a porcentagem de eclosdo dos embrides apds 96 horas de

exposicao em sistema estatico, sem renovacao das solugdes.
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Figura 4: Efeitos subletais observados nos embrides e larvas de D. rerio em 96 horas
apos exposicao aos produtos quimicos sulfato de cobre, bronopol e azul de metileno.
A: Eclosdo tardia. B: Ma formacdo do embrido. C: Edema de coracdo. D: Larva do
controle negativo. E: Escoliose. F: Edema de saco vitelinico.

2.5. Validacao dos ensaios

A validacdo dos ensaios foi realizada pela constatacéo, nos grupos controle, de
taxa de crescimento igual ou superior a 80%, além da observacdo da média de
crescimento dos ensaios (Zagatto & Bertoletti 2008).

Elaborou-se uma carta-controle de sensibilidade para as repicagens do
oomiceto, visando-se avaliar a sensibilidade do organismo utilizado nos ensaios de
toxicidade aguda. A carta-controle foi elaborada com os resultados das CE50; 96h do
CuSOg, calculou-se a média dos valores correspondentes a dois desvios-padrao
superior e inferior @ media, assim estabelecendo um limite de aceitabilidade dos
dados de * 2S da media (Zagatto & Bertoletti 2008).

Para os ensaios in vivo, os resultados foram validados quando constatada a
porcentagem de sobrevivéncia dos embrides do grupo controle superior de 80% e a

taxa de eclosdo > a 90%.
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2.6. Anadlise estatistica

Para obtencdo do valor da concentracdo de inibicdo do crescimento em 50%
(IC50) do diametro da cultura, no final de 96 horas foi estimada a CI50;96h
utilizando o software ICp 2.0 (Norberg-King 1993) e CL50;96h utilizando o software
Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al. 1977) para exposi¢do dos embrides.

Os resultados dos diametros da cultura foram analisados com o teste

estatistico ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, sob nivel de significancia de 5%.

3 Resultados
3.1. Identificacdo do patégeno

O patdgeno isolado dos ovos foi identificado como Aphanomyces sp., ndo
sendo possivel afirmar a espécie por taxonomia classica, uma vez que o isolado
ndo apresentou estruturas de reproducdo sexuada.

A sequéncia do rDNA obtida foi denominada Aphanomyces IP e pareou com
uma das sequéncias disponiveis no GenBank, porém esta sequéncia ndo descreve a

espécie, sendo assim, a regido ITS corroborou a identificagdo morfoldgica (Figura 5).
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Figura 5: Arvore de maxima verossimilhanca obtida pelo software MEGA 6 da regido
ITS do rDNA de Aphanomyces com as sequéncias proximas oriundas no programa
BLASTN. *A seta indica a sequéncia do patogeno isolado de ovos de D. rerio.
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3.2.  Toxicidade: Aphanomyces sp.

Todas as repicagens para a manutencdo do oomiceto, inclusive os controles
positivos dos ensaios apresentaram crescimento total superior a 95% (8,10 cm) da

placa em 96 horas ap06s a inser¢do do bloco do &gar com micélio (Figura 1b).

As repicagens de Aphanomyces sp. utilizados durante os ensaios foram
igualmente testadas com a substancia de referéncia CuSQOs, tendo demonstrado niveis
de sensibilidade dentro dos padrbes aceitaveis, de acordo com a carta-controle

elaborada para o Aphanomyces (Tabela 1 e Figura 6).

Tabela 1: Concentracdo Inibitéria 50% (CI50;96h) dos ensaios definitivos, limite
superior, limite inferior e desvio padrdo do sulfato de cobre para o oomiceto
Aphanomyces sp. (n=3) isolado de ovos de D. rerio

CI150; 96h (mg.L?)

Média +

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 DP

3,52 4,22 5,02 5,37 4,83 4,70 3,85 450+0,61

Limite Superior (Média C150;96h + 2x Desvio padrao) 5,72
Limite Inferior (Média CI50;96h - 2x Desvio padrao) 3,28

*DP: Desvio padréo.

5,5 -

4,5

3,5 .

C150;96h CusO* {mg.L %)
=Y

2,5 -

Ensaio

Figura 6: Carta - Controle da sensibilidade do oomiceto Aphanomyces sp. isolado de
ovos de D. rerio a substancia de referéncia sulfato de cobre em meio de cultura.

O coeficiente de variacdo (CV) foi calculado para os ensaios de sensibilidade
com cobre e obteve-se um CV de 14,09%.
Para os ensaios realizados para a determinacgao da concentracdo de inibigéo de

50% do crescimento micelial (CI50) ndo ocorreram variacbes dos diametros da
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cultura dos oomicetos entre as réplicas superiores a 0,69 cm e, no ensaio CMI100 as

variacdes entre as réplicas ndo foram superiores a 0,96 cm (Tabela 3).

Tabela 2: Valores das concentracdes inibitdrias a 50% do crescimento micelial (C150)
e da concentra¢do minima inibitéria para 100% (CMI100) do crescimento do micélio
do oomiceto Aphanomyces sp. (n=3) ap0os 96h de exposicao a temperatura de 22°C ao
sulfato de cobre, bronopol e azul de metileno.

CuSO4 Bronopol Azul de metileno
CI50 (mg.L?) 4,50 + 0,61 4,59 137,37
Intervalo de confianca 2,99a5,80 4,07 a5,18 106,02 a 178,96
CMI 100 (mg.L1) 10,21 20,00 1275,00

O didmetro do crescimento das culturas do oomiceto Aphanomyces sp. foi

calculado através das médias das réplicas (Figura 7).
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Figura 7: diametro da cultura do oomiceto Aphanomyces sp. (n=3) isolado de ovos de
D. rerio frente aos produtos quimicos sulfato de cobre, azul de metileno e bronopol
em relacdo ao controle. A:  CI50;96h. B: CMI100;96h.
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Tabela 3: Diametros das culturas dos ensaios de concentra¢des de inibicdo média (C150) e concentragdo minima de inibi¢do de 100% (CMI100)
crescimento do oomiceto Aphanomyces sp. (n=3) isolado de ovos de D. rerio frente aos produtos quimicos sulfato de cobre, azul de metileno e
bronopol.

C1 50
CuSO4 (mg.L ) 0,00 0,50 1,00 2,00 4,00* 8,00* 16,00* - -
Diametro (cm) 8,44+0,11 831+0,17 794+0,29 6,38+0,43 4,66+0,38 2,02+0,55 0,00
Bronopol (mg.L1) 0,00 0,50 1,00 2,00 4,00* 8,00* 16,00* 32,00  64,00*
Diametro (cm) 8,50+0,00 850+0,00 7,97+0,21 6,63+0,21 487+0,06 3,0/+0,29 0,40+ 0,69 0,00 0,00
Azul de metileno (mg.L™?) 0,00 100,00 150,00 225,00 337,50* 506,25* 759,38*  1139,07* 1708,60*
Diametro (cm) 8,50+0,00 497+0,12 4,10+0,20 3,13+0,21 237+0,06 1,97+0,06 167+012 0,90+0 0,00
CMI 100
CuSOs (mg.LY) 0,00 1,00 1,46 2,92 4,37 5,83 7,29%* 8,75* 10,21*
Diametro (cm) 8,50+0,00 7,93+0,12 7,10+0,00 530+0,00 4,03+0,40 3,20+0,30 1,93+0,31 1,13+0,15 0,00
Bronopol (mg.L?) 0,00 8,00 12,00 16,00 20,00 24,00 28,00 32,00 -
Diametro (cm) 8,50+0,00 2,43+0,31 243+0,06 1,10+0,96 0,00 0,00 0,00 0,00
Azul de metileno (mg.L™?) 0,00 1125,00 1150,00 1175,00 1200,00 1225,00 1250,00 1275,00 1300,00
Diametro (cm) 8,50+0,00 1,13+0,06 1,00+0,00 0,83+0,06 0,73+0,06 0,80+0,00 0,73 +0,06 0,00 0,00

* Diferenca estatistica significativa em comparagdo ao controle (Teste Kruskal-Wallis, P<0,05). As concentra¢fes de Azul de metileno e Bronopol do ensaio
CMI100 foram escolhidas apo6s verificagdo da significancia e C150;96h.



3.3. Toxicidade: Danio rerio

No ensaio definitivo in vivo, a taxa de mortalidade no controle foi de 5%,
assim validando os resultados do ensaio. A taxa de eclosdo do controle em 96 horas
foi de 100%. A sobrevivéncia e eclosdo dos embrifes para 0s quimioterdpicos em
relacdo a concentragdo de exposicdo estdo demonstrados na Figura 8.
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Figura 8: Numero de sobrevivéncia, eclosdo dos embribes de D. rerio (n=20)
expostos aos produtos quimicos (A) sulfato de cobre, (B) bronopol e (C) azul de
metileno.

Foi verificada a concentracdo letal 50% para os embrides de D. rerio com

uma hora pos-fertilizacdo (Tabela 4), a CL50 dos produtos quimicos foi



determinada em 96 horas de exposicdo, os critérios utilizados para determinar a

morte do embrido foram coagulacdo e ou auséncia de batimentos cardiacos.

Tabela 4: Concentracdo Letal para 50% dos embribes de D. rerio expostos em 96
horas as substancias sulfato de cobre, bronopol e azul de metileno em mg.L™.
Calculado pelo software Trimmed Spearman Karber.

CL50 96 horas (mg.L™?)

CuSO4 Bronopol Azul de metileno
CL 50; 96h 0,38 27,31 40,54
Intervalo de confianca 0,27 a 0,46 20,26 a 36,81 30,54 a 53,81

4 Discussao

O patdgeno isolado dos ovos de D. rerio, 0o oomiceto Aphanomyces sp.
causador da mortalidade em ovos € mais um registro da problematica da incubacéo e
larvicultura, mesmo em laboratdrios de criacdo. Woo et al. (2006) ressaltam que a
familia Saprolegniaceae e Leptolegniaceae, incluindo o género Aphanomyces, sdo
responsaveis de forma significativa na inviabilizacgdo de ovos e infecgdes
tegumentares em peixes adultos, contudo, Songe et al. (2016) demonstram que a
infeccdo por Saprolegnia e outros oomicetos em ovos incubados de salmonideos
atinge mais de 10% da producdo anual, isto resulta em perdas de produtividade e
gastos operacionais.

Em alternativa aos produtos ja utilizados, foram selecionados produtos
quimicos ja empregados contra outras patologias, além das causadas por oomicetos,
Luvizotto-Santos et al. (2009) realizaram pesquisa com 89 produtores de peixe e,
observaram que, muitos produtos quimicos sem registro especifico para aquicultura
sdo utilizados para tratamento de patologias, sendo citados o azul de metileno e o
sulfato de cobre.

Com relagdo aos ensaios in vitro, houve uma pequena alteracdo nas meédias
entre 0s ensaios com sulfato de cobre (Tabela 1), 0 oomiceto apresentou um aumento
do crescimento, porém, ficou evidente que os dados sdo homogéneos e dispersaram
pouco em torno da média. Outra constatagdo que corrobora a verificacdo dos niveis
aceitaveis na sensibilidade natural do organismo-teste (Figura 2b), cujos dados

demonstram que houve apenas uma pequena varia¢do do crescimento do indculo no
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grupo controle durante os ensaios. A variacdo se trata de um desvio natural durante o
ensaio e a manutencdo do organismo-teste, principalmente, com relacéo a temperatura
do cultivo, cujos coeficientes de variacdo (CV) estiveram sempre dentro dos limites
aceitaveis para ensaios ecotoxicoldgicos. Segundo Zagatto & Bertoletti (2008) a
resposta deste organismo a substancia de referéncia esta de acordo com o padrédo de
aceitabilidade de ensaios laboratoriais.

A escolha do sulfato de cobre como substancia de referéncia foi devida a
sensibilidade demonstrada, C150;96h de 4,50 + 0,61 mg.L™ e pela grande utilizacio
da substancia no tratamento de diversas patologias (Carvalho et al. 2014), os
resultados corroboram com os obtidos por Sun et al. (2014). O sulfato de cobre, neste
trabalho, inibiu o crescimento do micélio de Aphanomyces sp. em concentragdo igual
ou superior 1,0 mg.L* (Figura 6 e 7). Sun et al. (2014) relatam que o sulfato de cobre
controla o crescimento in vitro de Saprolegnia parasitica em concentracdes
superiores a 0,5 mg.L*. A inibicéo total do crescimento da cultura em 96 horas foi
10,21 mg.L™* (tabela 2), resultado inferior, que os 50 mg.L™* obtido por Panchai et al.
(2015) para isolados do oomiceto Achlya.

A exposicdo de ovos recém-fertilizados causou coagulacdo em 100% dos ovos
nas concentracbes acima de 1,126 mg.L?, a mortalidade ocorreu em 24 horas de
exposicdo. No ensaio in vivo, os embrides apresentaram uma sensibilidade alta ao
sulfato de cobre, em concentragdes acima de 0,343 mg.L™ (Figura 8a), causando a
eclosdo tardia, ap6s 96 horas de observacao, sendo a concentracao letal média (CL50)
em 96 horas 0,38 mg.L* (Tabela 4). Straus et al. (2009) realizaram experimentos para
tratamento de Saprolegnia ssp. em ovos de Ictalurus punctatus, obtiveram uma taxa
de sobrevivéncia de 69% dos embrides, utilizando a concentragio 10 mg.L? de
CuSOa.

Nos testes in vitro com o bronopol, obteve-se resultados de CI 50;96h de 4,59
mg.L?, Stueland et al. (2005) utilizaram o bronopol como uma das substancias
fungiestaticas para a Saprolegnia parasitica, a CMI100;48h do crescimento do
oomiceto foi o gradiente de concentracdo entre 10 a 50 mg.L™?, resultado préximo ao
obtido pelo presente trabalho de CMI1100;96h 20 mg.L™.

Nos testes in vivo, no presente trabalho obteve CL50;96h para o bronopol igual a
27,31 mg.L't e Oono et al. (2007) obtiveram uma CL50;48h de 14 mg.L! para o
bronopol em ovos de truta, demostrando assim uma menor sensibilidade do peixe

zebra ao produto. No entanto, o bronopol causou eclosdo tardia em 50% na
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concentracio de 10,6 mg.L* (Figura 8a), e as concentragdes acima de 51,5 causaram
coagulacdo em 100% dos embrides em até 24 horas (Figura 8b).

Segundo De Swaef et al. (2016) a concentragcdo de bronopol na inibicdo do
crescimento de Saprolegnia em ovos de truta é de 50 mg.L* em banhos de 1 minuto,
mas nao se conhece os efeitos a longo prazo. Jantrakajorn & Wongtavatchai (2015)
utilizaram o bronopol em banhos de até 30 minutos em larvas de Oreochromis
niloticus e obtiveram uma sobrevivéncia acima de 89% na concentragdo 250 mg.L™
Ali et al. (2015) ressaltam que banhos com altas concentracGes de bronopol nédo
devem ultrapassar 30 minutos e mesmo em exposi¢cdes em baixas concentracdes, 0
bronopol ja causa efeito agudo nos organismos tratados.

Os embrides expostos ao azul de metileno nas concentragdes 1 e 10 mg.L*
apresentaram pigmentacdo do corio, de maneira que restringia a visualizacdo de
outras alteracbes no embrido até a eclosdo, posteriormente as larvas apresentaram
nado letargico ou erratico. Em banhos profilaticos em larvas de Poecilia reticulata,
Andrade et al. (2005) utilizaram 3 mg.L™ de azul de metileno por 48 horas e, ja nos
primeiros minutos foi observado alteracdo na natacdo, mas, ndo foi observada
mortalidade. Em comparacgdo ao presente estudo, Sudova et al. (2007) mencionam o
valor de 3,5 mg.L* em banhos de 72 horas, as doses de inibicio ao oomiceto sdo 33
vezes maiores, em ovos, ndo foi encontrado valores guia.

Dessa forma, acredita-se que o emprego do azul de metileno no controle da
enfermidade em peixes seja restrito a baixas concentracdes em ovos e mais elevada
em banhos de curta duracdo para peixes adultos, devido as concentra¢fes necessarias
para a inibicdo do crescimento do oomiceto encontrarem-se bem acima dos niveis de
tolerancia (Sudova et al. 2007, Corréa et al. 2013, De Swaef et al. 2016).

Os edemas, ma formacdes e eclosdo tardia sdo excelentes indicadores da
toxicidade dos produtos quimicos (figura 4), os efeitos observados vao de encontro
com o0s obtidos por Tesolin et al. (2014) para mistura de agrotoxicos. De acordo com
Floréncio et al. (2014) e Carraschi et al. (2015), grandes quantidades de xenobidticos
sdo liberados no meio aquatico, direta ou indiretamente, devido a expansdo das
atividades aquicolas, entdo se faz necessario o desenvolvimento de bioindicadores
para 0 monitoramento ambiental. Por esta razdo, a utilizacdo de embrides de D. rerio
em ensaios ecotoxicoldgicos de produtos utilizados na aquicultura se justifica por
fornecer estimativas fidedignas de efeitos toxicos para peixes (Zagatto & Bertoletti
2008).
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Corréa et al. (2013) ressaltam a importancia da verificacdo da eficiéncia de
produtos quimicos in vitro a fim de evidenciar o efeito quimioterapico e nortear as
concentragdes para estudos in vivo.  Segundo Nikinmaa (2014) a relagéo
concentracdo-efeito estd diretamente atrelada aos receptores ou capacidade do
organismo de metabolizar uma determinada substancia, porém, existe um linear para
essa capacidade, devido aos mecanismos entre 0 xenobidtico e o0 organismo.

As substancias que apresentaram as melhores eficiéncias como fungicidas in
vitro no crescimento do Aphanomyces sp. foram o sulfato de cobre e o bronopol, com
CE50;96h de 4,19+0,59 mg.L™* e 4,59 mg.L™, respectivamente. O azul de metileno
por ter apresentado uma CE50;96h 137,37 mg.L™ ndo se mostrou um produto viavel
como fungicida in vitro devido a grande quantidade necesséria.

As maiores concentracbes que ndo causaram efeito deletério significativo
sobre a porcentagem de eclosdo com valores de sobrevivéncia maiores que 80%
foram iguais a 0,190 mg.L* CuSO4, 1,0 mg.L? bronopol e 10,6 mg.L™? azul de
metileno, indicando a possibilidade do uso dos valores de 0,190 mg.L™ de cobre e de
1,0 mg.L* de bronopol para o tratamento de ovos de D. rerio em sistema estatico por
96 horas apds mais estudos que demonstrem a auséncia de efeitos nocivos no

desenvolvimento e reproducao.

5 Conclusoes

Os resultados obtidos demonstraram o potencial efeito fungicida dos produtos.
Os compostos quimicos bronopol e sulfato de cobre foram eficazes na inibicdo do
crescimento micelial do isolado Aphanomyces sp. acima de 50% na concentracao de 4
mg.L. O azul de metileno inibiu 48% do crescimento em 150 mg.L%. A inibico de
100% do crescimento micelial do patdgeno apds exposicéo ao sulfato de cobre, azul
de metileno e bronopol foram respectivamente de 10,2 mg.L™?, 1275 mg.L? e 20
mg.L?.

In vivo, o sulfato de cobre causou efeitos letais nos embribes em
concentracdes acima de 1,126 mg.L ! e, que o bronopol ndo causou efeitos adversos
em concentracdes abaixo de 10 mg.L™. O azul de metileno nio inibiu o crescimento
micelial em concentragbes abaixo de 100 mg.L?, entretanto, o0 ensaio in vivo

possibilita 0 uso em concentragdes mais baixas como 10 mg.L™ . Embora 0 CuSO4
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apresentou as melhores respostas nos ensaios in vitro, in vivo causou mortalidade em
baixas concentracdes. Contudo, o bronopol seria adequado para tratamento de ovos
de peixes.

Desta maneira, possibilita um controle efetivo da patologia sem causar efeitos
aos organismos tratados, salientando que sé é possivel o controle do patdégeno se
juntamente aliar 0 manejo sanitario correto, sempre visando a manutencdo da

sanidade aquicola.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos fungicidas
sulfato de cobre, bronopol e do azul de metileno no crescimento micelial de
Aphanomyces sp. e em embrides de Danio rerio. Alcangamos o objetivo
previsto inicialmente, obtendo resultados significativos.

Por meio dos experimentos realizados conseguimos obter o género do
patdbgeno causador da mortalidade dos embribes do peixe zebra no
Laboratério de Criacéo do Instituto de Pesca.

Os resultados obtidos demonstraram 0 sucesso no isolamento e
cultivo do patégeno em meio de cultura, demonstrou-se que oS compostos
guimicos sao eficazes na inibicao in vitro do crescimento micelial do isolado
Aphanomyces sp. e os efeitos letais e subletais dos produtos em embrides
de D. rerio.

Os resultados do presente trabalho podem nortear novos estudos de
outros produtos utilizados no tratamento de patologias de organismos

aguaticos e, assim manter a sanidade aquicola e ambiental.
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