ALTUM
0

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

Perkinsus spp. (Perkinsozoa) e outros parasitos na ostra Crassostrea rhizophorae

(Guilding, 1828) de cultivo e de estoques naturais da Baia de Camamu, Bahia

Mestranda: Mariane dos Santos Aguiar Luz

Orientadora: Prof2 Dr2. Guisla Boehs

ILHEUS, BAHIA

2014



MARIANE DOS SANTOS AGUIAR LUZ

Perkinsus spp. (Perkinsozoa) e outros parasitos na ostra Crassostrea rhizophorae

(Guilding, 1828) de cultivo e de estoques naturais da Baia de Camamu, Bahia

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0Os-Graduacdo em
Ciéncia Animal, da Universidade Estadual de Santa Cruz,
como parte das exigéncias para a obtencédo do titulo de Mestre

em Ciéncia Animal.

Linhas de Pesquisa: Producéo e Sanidade Animal

Orientadora: Prof2 Dra. Guisla Boehs

ILHEUS, BAHIA

2014



L979

Luz, Mariane dos Santos Aguiar

Perkinsus spp. (Perkinsozoa) e outros parasitos na ostra
Crassostrea rhizophorae (Guiding, 1828) de cultivo e de
estoques naturais da Baia de Camamu, Bahia / Mariane dos
Santos Aguiar Luz. — Ilhéus, BA: UESC, 2014.

xiv, 51 f.: il.

Orientador: Guisla Boehs.
Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual de

Santa Cruz. Programa de Péds-Graduacao em Ciéncia
Animal.

Inclui referéncias.

1. Ostra — Parasito — Camamu (BA). 2. Crassostrea
rhizophorae — Camamu (BA). 3. Ostra — Criagdo. 4.
Histopatologia. I. Titulo.

CDD 639.41




MARIANE DOS SANTOS AGUIAR LUZ

Perkinsus spp. (Perkinsozoa) e outros parasitos na ostra Crassostrea rhizophorae

(Guilding, 1828) de cultivo e de estoques naturais da Baia de Camamu, Bahia

IIhéus — BA, 07/02/2014

Dr2 Guisla Boehs
UESC/DCB

(Orientadora)

Dr2 Rachel Costa Sabry
IFCE

Dr° Amauri Arias Wenceslau
UESC/DCAA

ILHEUS-BAHIA
2014



Dedicatoria

Ao0s meus pais, como prova da minha gratiddo e amor!



Agradecimentos

Agradeco ao meu amigo e companheiro de todas as horas, 0 meu amigo Jesus,
Deus Emanuel, sempre aqui comigo. Obrigada, porque me concedeu vida, sabedoria e
grandes licdes que me fizeram ser melhor ao final desse processo. Sou grata por todas as
pessoas que colocou em meu caminho e por tudo o que aprendi com elas. A honra e a
gloria seja todo ao Senhor!

O meu super hiper mega agradecimento a minha orientadora e amiga, professora
Dr2 Guisla Boehs! Em uma frase de autoria de Conflcio diz: “A palavra convence, mas 0
exemplo arrasta”, e é exatamente isso que a cada dia vocé me causa. E meu exemplo de
disciplina, competéncia, qualidade e forca de vontade. Obrigada por todos os conselhos,
pelas broncas e pelas palavras de incentivo. Sempre olhei tudo isso com bons olhos, pois
acredito que sempre me acrescentou e me fez uma pessoa muito mais madura para chegar
onde cheguei...Sou muitissimo grata por tudo!

O meu grande obrigada ao meu amor, meu companheiro de todas as horas e meu
grande amigo, o0 meu lindo marido (Joaldo Luz). Sou muito grata por todo o0 seu apoio e
incentivo. Sou grata por sempre me mostrar que havia caminhos mais além e mais altos, e
que embora esses caminhos sejam arduos e dificeis € muito bom sentir que contribuimos
e fomos mais distantes que a maioria. Obrigada por ser meu exemplo de humidade e
bondade e por sempre me completar e me acrescentar tantas coisas boas. Te amo!

Aos meus pais (Esdras e Mariano) e irméos (Mariana e Elsimar) pelo carinho e
incentivo de perto e de longe.

Aos meus familiares, em especial a familia Oliveira (Denise, Demerson, Tia Senir
e Tio Nicd), pelas oracGes e pelas palavras sempre positivas. Obrigada!

Aos meus amigos e segunda familia (S6nia, Marta e Tarcio), por me acolherem e
torcerem por mim.

Aos meus amigos e em especial a familia malacostraca (Gabi, Guido, Paty, Sah,
Milena, Veronica, Leiza, Karin, Everton, Lorena, Everlin, Aline, Platy, Dis, Nara) por
toda a forca, incentivo, pelas risadas e por tornar esse momento tdo leve. Obrigada todo
especial a minha amiga Leiza que eu tanto amo e admiro. Vocé sempre diz que eu sou
seu orgulho, mas vocé é muito mais para mim!

Agradeco aos amigos e colegas de laboratorio: Marisa, Tiago, Verena e em
especial a Maxwell, por toda ajuda nos processamentos iniciais e na analise estatistica.

A minha imensa gratiddo a Augusta Miranda (Tuti) por toda a sua ajuda, pelas
risadas que tanto me aliviaram quando a vontade era chorar. Obrigada minha amiga!



O meu grande agradecimento a Josiane e Fabio! Obrigada por elucidar esse mundo
da genética, que no inicio me parecia tdo confuso. Obrigada pela paciéncia, por me
ensinarem tdo bem as técnicas e pela confianca. Sou grata também por conviver com
pessoas tdo competentes e incentivadoras de boas descobertas. Valeu!

Obrigada aos professores George Albuquerque e Amauri Wenceslau, por
permitirem o uso sem restri¢fes de seus laboratorios. Muito obrigada pela confianca!

Agradeco aos professores Fabio Flores, Rosana Ferrari e Tania Barth, do
Laboratdrio de Histologia Animal pela torcida e incentivo. Obrigada!

Obrigada a professora Dr? Rachel Sabry, por contribuir com a existéncia desse
trabalho. H& quatro anos vocé se disponibilizou e transmitiu conhecimentos téo
necessarios para expandir meus horizontes e também o de outros. Esse trabalho também é
mérito seu e sou/serei imensamente grata por tudo isso!

Minha imensa gratiddo a Liana Pinho! VVocé € minha companheira de barco que
sempre me lembrarei com muito carinho. Sempre humilde, prestativa e minha
colaboradora via WhatsApp (risos). Obrigada mais uma vez por tudo!

Agradeco a Universidade Estadual de Santa Cruz e ao Programa de Pds-graduacgéo
em Ciéncia Animal por todo o auxilio.

Agradeco a FABESP e a CAPES pelo financiamento do projeto e a concesséo da
bolsa, respectivamente.

“Nao ha no mundo exagero mais belo que a gratidao”

Jean de la Bruyere



“Porque assim como os céus sao mais altos do que a terra, assim sdo os meus caminhos
muito maiores do que o0 seus caminhos, e 0 meus pensamentos mais altos que 0s v0ssos
pensamentos, diz o Senhor” Isaias 55:6



viii

Perkinsus spp. (Perkinsozoa) e outros parasitos na ostra Crassostrea rhizophorae (Guilding,

1828) de estoques naturais e de cultivo da Baia de Camamu, Bahia

RESUMO

Vaérios patdgenos de diferentes grupos tém sido registrados em moluscos bivalves de interesse
econdmico na costa brasileira. O protozoario Perkinsus sp., associado a mortalidades em massa
de varios bivalves no Hemisfério Norte, foi registrado no Brasil em 2009 na ostra Crassostrea
rhizophorae e desde entdo tem sido foco de varios estudos no Nordeste brasileiro, regido de sua
ocorréncia. Neste estudo, investigou-se este patdgeno e outros parasitos em C. rhizophorae de
estoque natural e cultivado na Baia de Camamu (BA). As coletas foram realizadas em outubro e
novembro de 2012 e em janeiro de 2013. As ostras (n = 300) foram medidas e analisadas quanto
a sinais macroscopicos de parasitos e/ou enfermidades. Para andlise geral de parasitismo, uma
seccdo diagonal de 5 mm de cada exemplar foi fixada em solugdo de Davidson por 24 h. Os
tecidos foram processados por histologia convencional e corados com hematoxilina de Harris e
eosina (HE). As sessdes foram analisadas sob microscépio de luz (MO) quanto a presenca de
parasitos, injurias nos tecidos e reacdes de defesa do hospedeiro. Para a detec¢do de Perkinsus na
fase de hipnosporo, duas lamelas branquiais e o reto foram retirados e submetidos ao Meio
Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM). Apds incubacdo na auséncia de luz e temperatura
ambiente durante sete dias, os tecidos foram macerados e corados com lugol e depois observados
em MO. Para a observacdo da esporulacdo deste patdgeno, foi realizada uma coleta adicional no
més de dezembro de 2013 (n = 30). Para a confirmacao e identificacdo do Perkinsus, foi feita
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As analises histoldgicas evidenciaram: organismos
assemelhados a Rickettsiae (RLOs), Nematopsis sp. (Apicomplexa), Sphenophrya sp.
(Ciliophora), Perkinsus sp. (Perkinsozoa), Urastoma sp. (Turbellaria), Bucephalus sp. (Digenea),
Tylocephalum spp. (Cestoda) e um copépode néo identificado. Perkinsus spp. foi o parasito mais
prevalente (média = 93,3). Hipnosporos foram observados no processo da esporulagdo. As
amostras negativas para RFTM também foram negativas na PCR e 47% das ostras positivas para
RFTM foram positivas na PCR. Apesar de aparentemente ndo ocorrer mortalidade na ostra
relacionada aos parasitos observados, um monitoramento constante deve ser realizado.

Palavras-chave: Dermo, RFTM, bivalves, parasitos, histopatologia, patogenos, PCR,

esporulacéo, ostreicultura



Perkinsus spp. (Perkinsozoa) and other parasites in the oyster Crassostrea rhizophorae

(Guilding, 1828) of natural stocks and cultivation of Camamu Bay, Bahia

ABSTRACT

Many pathogens of different groups have been recorded in bivalve mollusks of economic interest
on the Brazilian coast. The protozoan Perkinsus sp., associated with mass mortalities of various
bivalves in the Northern Hemisphere, was recorded in Brazil in 2009 in the oyster Crassostrea
rhizophorae and has since been the focus of several studies in the Brazilian northeast, region of
its occurrence. This study aimed to investigate this pathogen and other parasites in C.
rhizophorae in natural and cultivated stock in Camamu Bay (BA). The samples were performed
in October-November 2012 and in January 2013 (n = 300). The oysters were first measured and
analyzed for macroscopic signs of parasites and/or diseases. For general analysis of parasitism, a
diagonal section 5 mm thick of each specimen was removed and fixed in Davidson’s solution for
24 h. The tissues were prepared according conventional histology technique and stained with
Harris hematoxylin and eosin (H&E). The histological sections were analyzed under a light
microscope for the presence of parasites, tissue injury and host defense reactions. For the
detection of Perkinsus in hypnospore’s phase, two gill lamellae and rectum of all specimens
were removed and incubated in Ray’s fluid thioglycollate medium (RFTM). The tissues were
incubated for seven days in the dark at room temperature and subsequently macerated with a
scalpel, stained with Lugol’s solution and observed under a light microscope for the presence of
hypnospores of Perkinsus. To observe Perkinsus sporulations, an additional sample was carried
in December 2013 (n = 30). For the confirmation and identification of Perkinsus, oysters were
submittet to PCR. Histological analysis showed: Rickettsiae like organisms (RLOs), Nematopsis
sp. (Apicomplexa), Sphenophrya sp. (Ciliophora), Perkinsus spp. (Perkinsozoa), Urastoma sp.
(Turbellaria), Bucephalus sp. (Digenea), Tylocephalum sp. (Cestoda) and an unidentified
copepod. Perkinsus spp. was the most prevalent parasite (mean overall prevalence = 93.3%).
Hypnospores were observed in the process of sporulation. The RFTM negative samples were
also negative in PCR and 47% positive oysters for RFTM were positive in PCR. Although
mortality apparently does not occur in the oyster related to parasites observed, a constant
monitoring should be conducted.

Keywords: Dermo, RFTM, bivalves, parasites, histopathology, pathogens, PCR, sporulation,

oyster farming
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1. INTRODUCAO

Os moluscos bivalves alimentam-se, em sua grande maioria, por filtragdo. Apesar
de ser uma atividade seletiva, a filtracdo permite a entrada de muitos parasitos e
patdgenos junto com o alimento. Estes, na medida em que causam danos e reducdo do
potencial ecologico do bivalve, geram perda de peso, reducdo do crescimento e muitas
vezes, a morte do hospedeiro. Do ponto de vista econémico, tanto ao extrativismo de
bivalves de estoques naturais quanto em cultivos, os patdgenos podem trazer prejuizos e
até levar ao estrangulamento da exploracé@o desses recursos.

Patdégenos de varios grupos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e
metazoarios foram registrados, nos ultimos dez anos, em diferentes bivalves de interesse
econdmico da costa brasileira. Dentre estes, no mundo todo, 0s protozoarios sdo
considerados os de maior importancia para os bivalves, por abrigarem agentes causadores
de grandes danos aos seus hospedeiros.

Os protozoarios do género Perkinsus sdo responsaveis por mortalidades em massa
em varias partes do mundo e foram registrados ha poucos anos em algumas regifes do
Nordeste brasileiro nos estados do Ceara, Bahia, Sergipe e Paraiba em ostras do género
Crassostrea, sendo que no Ceard também foi registrado no berbigdo Anomalocardia
brasiliana. Essas primeiras investigacGes sobre esse patégeno permitiram conhecer
previamente a prevaléncia, a suscetibilidade a infeccdo, a intensidade de infeccdo, a
resposta imune do hospedeiro e as espécies de Perkinsus presentes nessa regido.
Entretanto, dada a importancia desse parasito em termos de patogenicidade e implicacédo
para o cultivo de moluscos, especialmente para a ostreicultura, as informacdes sdo ainda
escassas quando comparadas com as do Hemisfério Norte e insuficientes para o
embasamento de cultivo de bivalves.

A ostra-do-mangue (Crassostrea rhizophorae), hospedeiro suscetivel a infeccdo de
Perkinsus, € um importante recurso extrativista em todo o litoral brasileiro. No estado da
Bahia, o cultivo dessa ostra foi iniciado ha alguns anos e ¢ praticado de modo artesanal
na Baia de Todos os Santos, Baia do Iguape e mais ao sul, na regido do Baixo Sul, em

Valenca, Taperod e Camamu.



A faixa litordnea e areas de estuarios e manguezais do estado da Bahia sdo
extensas e abrigam uma alta diversidade de espécies, favorecendo a implantagcdo de mais
cultivos e a producdo de bivalves em larga escala. Entretanto, 0 aumento na producao
requer controle de qualidade e pesquisas que agreguem maior qualidade do produto,
assim como controle rigoroso dos patdgenos. Por isso, novos estudos sdo necessarios
para contemplar o aprofundamento na relagdo patdogeno/hospedeiro no que tange a ostras
do género Crassostrea, a distribuicdo geogréafica das espécies de Perkinsus ja registradas,
a investigacdo de ocorréncia de novas espécies e a acdo desse patdgeno em estoques

naturais e de cultivo.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

v Analisar comparativamente Perkinsus spp. e outros parasitos na ostra Crassostrea

rhizophorae de cultivo e de estoque natural na Baia de Camamu, Bahia.

2.2. Objetivos especificos

v Verificar a existéncia de sinais macroscépicos relacionados a presenca de

Perkinsus e outros patégenos em C. rhizophorae;

v Verificar a prevaléncia de infeccdo de Perkinsus em ostras de estoque natural

(manguezal) e de cultivo do tipo espinhel,
v" Verificar a intensidade de infeccdo de Perkinsus nos dois ambientes;

v Analisar a distribuicdo de Perkinsus e de outros parasitos nos tecidos e 6rgaos das

ostras estudadas;
v Analisar a patogenicidade de Perkinsus sobre C. rhizophorae;
v" Identificar a (s) espécies (s) de Perkinsus;
v" Verificar a zooesporulacao de Perkinsus sp. em condicdo experimental;

v' Identificar outros parasitos associados com as ostras no cultivo e no manguezal;



v' Comparar a prevaléncia, a intensidade de infeccdo e a patogenicidade de parasitos

nas ostras de cultivo com as do manguezal.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. As ostras no contexto da alimentacéo e aquicultura brasileira

A populacdo mundial nos altimos 20 anos vem sofrendo um rapido crescimento e
atingiu em 2011 os sete bilhdes de habitantes. Segundo a Organizagdo das Nacdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (= Food and Agriculture Organization of the United
Nations - FAQ), até 2030, a populacdo mundial atingird os 8,3 bilhdes (FAO, 2011).
Segundo essa organizacao, esse crescimento significativo vem sendo acompanhado pelo
aumento da demanda alimentar e impulsionado pela busca por novas atividades que
produzam alimentos de qualidade em menor tempo. Com isso, alguns setores vém
crescendo e mostrando-se como uma opg¢do no mercado alimenticio, como por exemplo,
a aquicultura.

O cultivo de organismos aquaticos (Aquicultura) é uma atividade sustentavel, pois,
além de aumentar a oferta de proteinas para as popula¢bes humanas, contribui com a
preservacdo de estogques naturais de moluscos, peixes e crustaceos na medida em que
reduz o extrativismo desses recursos (BUYS, 2007).

De acordo com a FAO (2012), o Brasil possui mais de 8.000 km de faixa litoranea,
12% das reservas de agua doce do planeta, mais de dois milhdes de hectares de
manguezais e grande potencial para os diversos tipos de cultivo. No entanto, segundo
essa organizacdo, a atividade ainda esta sendo pouco explorada, estando concentrada
praticamente no Sudeste e Sul do pais. Ainda segundo a FAO, a aquicultura no Brasil
teve grande crescimento na ultima década e com os investimentos para melhorar a
qualidade dos animais cultivados, estima-se que nos proximos anos o pais se torne mais
competitivo nos mercados internacionais.

Segundo relatério do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2010), a
aquicultura no Brasil cresceu 15,3% entre 2009 e 2010 e 31,2% durante o triénio 2008-
2010. Em dados mais recentes divulgados pela FAO (2012), foi apontado que mais da

metade da producdo total da aquicultura brasileira concentra-se no cultivo de peixes



(61%), seguido pelo cultivo de crustaceos (32,4%), de moluscos (3,9%) e por ultimo,
pelo cultivo de rés (0,2%).

O cultivo de moluscos surgiu simultaneamente ao longo da costa brasileira na
década de 1970 e é considerado uma atividade recente no Brasil quando comparada aos
demais setores (aves, bovinos e suinos). O estado de Santa Catarina € o maior produtor
até o momento, com 93% da producdo nacional (FAO, 2012). As espécies cultivadas sao:
0 mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), as ostras Crassostrea gigas (Thunberg, 1795),
Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) e Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1818) e o
pectinideo Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758) (SILVEIRA; SANTOS, 2010; BOEHS
etal., 2012).

Com relacdo ao extrativismo e cultivo de ostras, segundo o MPA (2013), o
levantamento de 2011 sugeriu 1.233,7 toneladas de ostras capturadas naquele ano e
2.538,4 toneladas produzidas via aquicultura, sendo que mais de 90% desse total foi
produzido no estado de Santa Catarina.

A ostra japonesa (C. gigas) é uma espécie exoética, sendo atualmente cultivada
apenas em Santa Catarina, pois requer baixas temperaturas. Crassostrea brasiliana,
também conhecida como C. gasar, é endémica da costa brasileira e pode ser encontrada
fixada a costdes rochosos, geralmente no infralitoral.

Crassostrea rhizophorae, a ostra-do-mangue, ocorre desde o sul do Caribe até a
Costa do Uruguai e também esta presente em toda a costa brasileira (RIOS, 2009). Esta
espécie fixa-se sobre substratos consolidados, incluindo rochas e principalmente nas
raizes do mangue vermelho Rhizophora mangle L.. Assim como as demais espécies do
género Crassostrea Sacco, 1897, C. rhizophorae espécie é hermafrodita sequencial
protandrica e ovulipara (com fertilizacdo externa em meio aquatico), cujas larvas fixam-
se sobre o substrato apds aproximadamente duas semanas, ocasido em que sofrem
metamorfose; as ostras desse género atingem a maturidade sexual com cerca de trés
centimetros (ALVES; MAGALHAES, 2010; LENZ; BOEHS, 2011).

Na Baia de Camamu (BA), local do deste estudo, cultiva-se C. rhizophorae em
pequena escala, predominantemente no sistema espinhel (long line), mas usa-se tambéem
0 sistema mesa e estima-se um estoque aproximado de 15 mil ostras, somando os locais

(Boehs, com. pessoal).



3.2. O protozoario Perkinsus

Atualmente, a Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE) considera sete
espécies de parasitos de declaragcdo obrigatoria para 0s moluscos bivalves: herpesvirus,
Xenohaliotis californiensis, Bonamia ostreae, Bonamia exitiosa, Marteilia refringens,
Perkinsus marinus e Perkinsus olseni, sendo os cinco altimos protozoérios (OIE, 2011).

Os protozoarios do género Perkinsus sdo responsaveis por mortalidades em massa
em moluscos em vérias partes do mundo (BRANDAO et al., 2013) e ja foram descritos
em gastrépodes, assim como em ostras, vieiras , mexilhdes, e outros bivalves de interesse
econdmico cultivados (CASAS et al., 2002; PETTY, 2010; SANIL et al., 2010), inclusive
no Brasil (SABRY et al., 2009; BRANDAO et al., 2013; da SILVA et al., 2013;
QUEIROGA et al., 2013; SABRY et al, 2013). Perkinsiose ¢ o nome dado a doenca
causada por protozoarios desse género.

Segundo Villalba et al. (2004), a taxonomia, a filogenia, o ciclo de vida, a
transmissdo, os sinais clinicos e os fatores que contribuem para a existéncia desse

protozoario sdo os principais pontos ja elucidados sobre esse patdgeno.

3.2.1. Taxonomia e filogenia

Em 1940 comecou a ser observada frequente mortalidade em populagdes de ostras
localizadas no Golfo do México e na Louisiana, costa atlantica dos Estados Unidos. Por
muito tempo, as perdas e o comprometimento do bom aspecto destes animais foram
atribuidos a poluicdo por 6leo, que era comum nessas areas (MACKIN et al., 1950;
LAUCKNER, 1983). As perdas econdmicas trazidas incentivaram a realizacdo de
pesquisas mais aprofundadas, que levaram a descoberta e descri¢cdo de Perkinsus em um
estudo realizado por Mackin et al. (1950). Na época, o protozoario foi classificado como
um fungo e denominado de Dermocystidium marinum, recebendo a doenga o nome de
Dermo, termo ainda utilizado por muitos autores.

Alguns anos depois, com base em estudos in vitro, Mackin e Ray (1966) mudaram
0 nome do parasito para Labyrinthomyxa marina, considerando que néo se tratava de um

fungo e sim de um Labyrinthomorpha, pois o parasito apresentava algumas



familiaridades com este grupo. Apds esta mudanca, muitas outras foram realizadas, mas
sem evidéncias convincentes que permitissem classificar o parasito de maneira correta.

Em 1976, Perkins, realizando estudos com uso de microscopia eletronica,
observou um complexo apical, uma organela apenas presente em protozoarios do filo
Apicomplexa. Essa descoberta levou este pesquisador acreditar a que o0 parasito
pertencesse a este grupo. Dois anos apos esse registro, Levine (1978) estabeleceu a classe
Perkinsea no filo Apicomplexa para acomodar Perkinsus marinus, baseado na descoberta
da presenca de uma membrana de microsporos, caracteristica também presente nos
integrantes do filo. Porém, a membrana de microsporo é uma estrutura também comum
aos ciliados e aos dinoflagelados e a estrutura condide encontrada no protozoario é
incompleta, indicando que a afinidade é menor para pertencer a este filo (VIVIER, 1982).

Atualmente, Perkinsus estd acomodado em um filo préprio, denominado
Perkinsozoa, sugerido por Noren et al. (1999). Ainda ndo ha um consenso sobre a criacao
do filo, pois se reconhece que esse protozoario possui muitas caracteristicas presentes
tanto no filo Apicomplexa quanto no Dinoflagellata, que foram comprovadas em estudos
de analises por biologia molecular das regides genémicas da subunidade pequena do
RNA ribossomal (SSUrRNA), que sugerem que O protozoario estd intimamente
associado aos dinoflagelados (GOGGIN; BARKER,1993).

3.2.2. Espécies e registros de Perkinsus

S0 conhecidas sete espécies do género Perkinsus, sendo elas: P. marinus
(MACKIN et al.,, 1950), P. olseni (em sinonimia com P. atlanticus) (Lester e
Davis,1981), P. qugwadi (BLACKBOURN et al., 1998), P. chesapeaki (MCLAUGHLIN
et al., 2000) (em sinonimia com P. andrewsi), P. mediterraneus (CASAS et al., 2004), P.
honshuensis (DUNGAN; REECE, 2006) e P. beihaiensis (MOSS et al., 2008). Das
espécies citadas, P. marinus e P. olseni séo consideradas de declaracdo obrigatdria pela
OIE e as mais estudadas (VILLALBA et al., 2004; CHOI; PARK, 2010), por afetarem de
maneira agressiva seus hospedeiros e leva-los a mortalidade em massa na maioria dos
casos (BRANDAO et al., 2013).



3.2.2.1. Perkinsus marinus

Essa espécie ja foi encontrada na Baia de Delaware, Chesapeake, costa atlantica
do Estado de Lousiana nos Estados Unidos e no Golfo do México (BOWER et al., 1994;
VILLALBA et al., 2004; OIE, 2011) na ostra americana Crassostrea virginica (Gmelin,
1791). Também no Mexico, P. marinus foi registrada na ostra nativa Crassostrea
corteziensis (Hertlein, 1951) (CACERES-MARTINEZ et al., 2008) e na ostra Saccostrea
palmula (Carpenter, 1875) (CACERES-MARTINEZ et al., 2012).

Além das ostras, este parasito também ja foi encontrado no bivalve Mercenaria
mercenaria (Linnaeus, 1758) na Fldrida, Estados Unidos (MCCQY, 2005).

Perkinsus marinus tem sido associado a altas mortalidades de ostras,
principalmente durante o verdo e por isso é considerado de alta patogenicidade quando
em temperaturas e salinidades adequadas para a sua proliferacéo.

Segundo Lester e Davis (1981), P. marinus apresenta trofozoitos com tamanho de
3-10 um de didmetro e parede proeminente, que deriva a partir do hospedeiro (MACKIN
et al., 1950; PERKINS, 1969). Ainda segundo Lester e Davis (1981), o tubo de descarga,
estrutura que permite a saida dos zodsporos do zoosporangio, é pouco desenvolvido e o
vacuolo do parasito apresenta manchas sombreadas quando corado com hematoxilina e
observado na técnica histoldgica.

Nos ultimos anos, P. marinus continua causando efeito devastador nas populacdes
de ostras do Atlantico Norte e no Golfo do México. Como medida de controle, outras
espécies de ostras foram introduzidas nessas baias para substituir C. virginica, como
Crassostrea ariakensis (Fujita, 1913) proveniente da China (MOSS et al., 2008). A ostra
da China foi escolhida por apresentar melhor crescimento, mais resisténcia a este
protozoario, assim como a outros parasitos como Haplosporidium nelsoni, por isso tem

sido vista como uma nova opc¢ao para resolver as perdas sofridas (MOSS et al., 2008).

3.2.2.2. Perkinsus olseni

Infeccdes por P. olseni foram relatadas em Ruditapes decussatus em Portugal
(AZEVEDO, 1989), nos gastropodes Haliotis ruber Leach, 1814, H. laevigata Donovan,
1808, na Australia (LESTER; DAVIS, 1981; ROBLEDO et al., 2000; IFREMER, 2009),



Ruditapes philippinarum (Adams e Reeve, 1850) na Coréia do Sul(CHOI; PARK, 2010)
e Italia (ABOLLO et al., 2006), Pitar rostrata (Koch, 1844) no Uruguai (CREMONTE et
al., 2005), Protothaca jedoensis (Lischke, 1874) na Coréia do Sul (PARK et al., 2006),
Austrovenus stuchburyi (W. Wood, 1828) na Nova Zelandia (DUNGAN et al., 2007),
Tridacna crocea Lamarck, 1819 no Vietna (SHEPPARD; PHILLIPS, 2008) e em
Ruditapes decussatus no Mediterraneo espanhol (ELANDALOUSSI et al., 2009). Em
ostras, foi registrada em Crassostrea hongkongensis Lam e Morton, 2003 e em C.
ariakensis no Sul da China (MOSS et al., 2007).

Os trofozoitos de P. olseni apresentam diametro de 13-16 pum, sendo grande parte
de sua parede, parasitaria. Seu vacuolo é fracamente eosinofilico e seu zoosporangio
apresenta proeminente tubo de descarga (LESTER; DAVIS, 1981).

3.2.2.3. Perkinsus qugwadi

Perkinsus qugwadi foi registrada infectando a vieira japonesa Patinopecten
yessoensis no Canadd, sendo inicialmente chamada de SPX (Scallopprotistan X)
(BLACKBOURN et al., 1998). A validade desta espécie dentro do género Perkinsus tem
sido gquestionada e muito discutida, visto que ndo é possivel detecta-la através do método
de cultivo Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM), com coloragdo em iodo (lugol)
(OIE, 2011) e também via regido ITS (espacador interno transcrito) do DNA comum
entre as outras espéecies (CASAS et al., 2002).

Este parasito pode ser detectado através de andlise macroscopica, histologia,
coloracdo de Giemsa, microscopia eletrénica e primer especifico para a espécie;
macroscopicamente, 0s animais infectados apresentam pustulas de até 5 mm de cor
branca; na técnica histologica podem ser visualizados trofozoitos de até 10 um;
esfregacos com tecidos de ostras secos ao ar ambiente e corados com Giemsa, também
auxiliam na visualizacdo deste protozoario (BLACKBOURN et al., 1998).

A inviabilidade de deteccéo através do RFTM e do primer para o género, levou
alguns autores a acreditarem que esta espécie apresenta esta peculiaridade pelo fato de ser

encontrada, até entdo, somente na regido de British Columbia, no Canada, e que 0 seu



isolamento a tenha tornado geneticamente diferente das demais espécies conhecidas
(BOWER, 2003; FERNANDEZ; PEREZ, 2008).

3.2.2.5. Demais espécies

e Perkinsus chesapeaki
SO existem registros de P. chesapeaki em Mya arenaria (MCLAUGHLIN et al.,
2000) e em C. virginica nos Estados Unidos (IFREMER, 2009).

e Perkinsus mediterraneus
Observada apenas na ostra Ostrea edulis na Espanha (VILLALBA et al., 2004).

e Perkinsus honshuensis

Encontrada no Japdo infectando Ruditapes philippinarum (DUNGAN; REECE,
2006) e foi recentemente observada nesta mesma espécie em animais juvenis
coexistindo com P. olseni em diferentes 6rgdos do animal (SHIMOKAWA et al.,
2010).

e Perkinsus beihaiensis

Tem sido considerada a espécie mais nova do género e foi registrada por Moss et
al. (2008) nas ostras Crassostrea hongkongensis e C. ariakensis no Sul da China, nas
provincias de Fujan a Guangxi. Recentemente, foi registrada no Brasil no Estado do
Ceara na regido de Fortaleza na ostra C. rhizophorae por Sabry et al. (2013) e no
berbigdo Anomalocardia brasiliana (FERREIRA, 2013).

3.2.3. Registros de Perkinsus na América do Sul e no Brasil

A primeira observacdo de Perkinsus para a América do Sul foi realizada por
Cremonte et al. (2005) no Uruguai no venerideo Pitar rostrata. Analises moleculares

realizadas pelos autores indicaram tratar-se de P. olseni.
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O primeiro registro de Perkinsus no Brasil ocorreu no Estado do Ceara em estudo
realizado por Sabry et al. (2009) no Rio Pacoti em Fortaleza com populacdes naturais da
ostra C. rhizophorae. As prevaléncias encontradas foram baixas (5,78%). Nesse estudo
também foi constatada a auséncia do protozoario nesta mesma espéecie no Estado de
Santa Catarina. N&o foi observada mortalidade relacionada a ocorréncia do protozoério.
Sabry et al. (2013) identificaram, via técnica molecular, o referido protozoario, tratando-
se de P. beihaiensis, que até entdo s6 era encontrado no Litoral Sul da China (MOSS et
al., 2008).

No Estado de Sergipe, Perkinsus sp. foi encontrado em alta prevaléncia e em baixa
intensidade na ostra C. brasiliana infectando animais de estoques naturais e cultivados
(MENDONCA et al., 2010).

No Litoral Sul da Bahia, em um estudo realizado em dois pontos do Rio Marad,
Baia de Camamu e em um ponto do estuario do Rio Graciosa (Taperoa), Brandao et al.
(2013) observaram Perkinsus sp. em prevaléncia média de 63% considerando o inverno e
0 verdo. Apesar da alta intensidade e prevaléncia, os autores relataram resposta
hemocitaria eficiente das ostras ao patogeno e inferiram ndo ter havido mortalidade de
ostras associadas a infecgéo.

Recentemente, na costa brasileira foi registrada a presenca de P. marinus em
populacdes naturais de C. rhizophorae, sendo também considerado o primeiro registro
para a América do Sul (da SILVA et al., 2013). As prevaléncias foram acima de 80%,
mas ndo houve mencdo de ocorréncia de mortalidades ou resposta de defesa do
hospedeiro. Também no mesmo Estado, foi realizado um estudo sobre resposta
imunoldgica com a ostra Crassostrea gasar (Crassostrea brasiliana), que comprovou
que a infeccdo de Perkinsus sp. nesta espécie € deletéria e torna o hospedeiro mais
suscetivel a outros patdgenos e doencas (QUEIROGA et al., 2013).

Perkinsus também foi registrado no berbigdo Anomalocardia brasiliana em dois

estuarios no Estado do Ceara, em animais de populacGes naturais (FERREIRA, 2013).
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3.2.4. Transmissdo e ciclo de vida

3.2.4.1. Transmissao

A transmissdo de Perkinsus spp. é direta e sem hospedeiros intermediarios e
envolve duas fases, a de vida livre e a parasitaria. Estudos em ostras indicam que a
transmissdo ocorre de forma horizontal de duas maneiras: proximidade e alimentagéo
(LAUCKNER, 1983; PARK et al., 2010). A proximidade é o método mais frequente e foi
comprovada através de experimentos de Lauckner (1983), no qual ostras saudaveis e
ostras doentes foram colocadas juntas, resultando em 95% de infeccéo e mortalidade de
50% nas ostras ora saudaveis. Neste mesmo estudo, o autor depositou fragmentos de
ostras infectadas e como resultado obteve 87% das ostras de seu experimento
contaminadas, supondo que esses fragmentos, contendo o patégeno, foram incorporados
como alimento pelas ostras, via filtragéo.

Segundo Park et al. (2010), em estudo realizado na Coréia com R. philippinarum,
foi possivel isolar e identificar P. olseni atraves das fezes dos animais, comprovando que

essa também é outra maneira de transmissdo do protozoario.

3.2.4.2. Ciclo de Vida

Todo o ciclo de vida de Perkinsus € infeccioso e caracterizado por trés fases:
trofozoito, hipnoésporo e zo6sporo (RAY, 1954; CHU, 1996; BLACKBOURN et al.,
1998; CASAS et al., 2002; VILLALBA et al., 2004; CHOI; PARK, 2010).

O trofozoito € uma célula esférica com um vactolo ocupando grande parte do
volume celular, ocorrendo, geralmente, no tecido conjuntivo e epitelial do hospedeiro
(Figura 0l1a). Apds o seu amadurecimento, estas células entram em sucessivas divisdes
por biparticdo, alterando entre cariocinese e citocinese para formar 4 a 64 células, que
ficam envoltas por uma parede. Esse estagio é também chamado de roseta, esporangio
ou esquizonte. Com o rompimento da parede, ocorre a liberacdo dos trofozoitos imaturos
(aplandsporos), que medem de 2 a 4 um, que posteriormente terdo o seu vacuolo
ocupado, assim como na célula progenitora, dando inicio novamente a esta fase do ciclo
(LAUCKNER, 1983; PERKINS, 1996; CASAS et al., 2002; CHOI; PARK, 2010). A

proliferacdo dos trofozoitos parece estar associada a temperaturas maiores que 20°C e
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ocorre sempre no tecido do hospedeiro vivo (BOWER et al., 1994; La PEYRE et al.,

2010).

A fase de hipndsporo pode ser observada quando tecidos contendo trofozoitos séo
incubados em Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM) (RAY, 1952). Nessa fase, 0
parasito apresenta-se com formato esférico, com paredes muito espessas e tem seu
tamanho aumentado (30-60 pm) devido ao meio de cultura enriquecido com antibioticos
(Penicilina e Streptomicina) (Figura 01b). Apo6s o cultivo, é possivel visualizar os
hipndsporos mediante coloracdo com lugol (iodo), que confere aos mesmos a cor

castanho-azulada (CASAS et al., 2002; OIE, 2011).
Em meio experimental ou em ambiente natural, quando os hipndsporos sdo

transferidos para agua salina com temperatura adequada, inicia-se a esporulacdo. Nessa
fase ocorrem sucessivas divisdes, formando varios zodsporos envolvidos pela parede
celular. Como resultado das inumeras cariocineses e citocineses, ocorre a liberacdo dos
zooOsporos através de uma estrutura chamada de tubo de descarga (Figura 01c). Os
zooOsporos, que sdo biflagelados e possuem forma elipsoidal, sdo liberados, iniciando
novamente o ciclo do protozoario (CASAS et al., 2002, 2004; CHOI; PARK, 2010).

Estagio de

de"ID|ICa;§C vegetativa

Trofozoitos

I
ecido do hospedewo
>

Zodsporos

Figura 01. Ciclo de vida de Perkinsus olseni no bivalve Ruditapes philippinarum. A
Trofozoitos em divisdo no tecido do hospedeiro, fase visualizada em secéo histologica. B
Hipnosporos observados em Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM), quando tecidos
contendo trofozoitos sdo incubados nesse meio. C = Divisdo celular de hipndsporos em meio
salino, com formac&o de tubo de descarga e liberacdo de zoosporos. Fonte: Adaptado de Choi e

Park (2010).
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3.2.4.3. Sintomas da Perkinsiose

Na ostra americana Crassostrea virginica infectada por P. marinus, 0s sinais
clinicos da Perkinsiose foram: grave emagrecimento, abertura das valvas, aparéncia
palida da glandula digestiva, encolhimento consideravel dos tecidos moles, musculo
adutor emacerado, encolhimento do manto e inibicdo no desenvolvimento das gonadas,
com consequente reducdo da capacidade reprodutiva do individuo. Com estas
implicagbes, a mortalidade ocorre quase sempre em 100% dos animais infectados
(MARTINEZ; YEOMANS, 2001; VILLALBA, 2004; CHOI; PARK, 2010).

O acumulo de P. marinus resulta na liberacdo do patdégeno para o limen do
sistema digestivo. As células também podem ser observadas dentro e/ou entre as células
do hospedeiro (VILLALBA et al., 2005; MOSS et al., 2008; BRANDADO et al., 2013; da
SILVA et al., 2013; SABRY et al., 2013). Uma vez no tecido conjuntivo, o patégeno
pode ser distribuido pela hemolinfa para todas as partes do corpo do animal
(LAUCKNER, 1983).

As regides anatdmicas mais suscetiveis a infeccdo sdo: glandula digestiva, manto e
branquias. Apos a invasdo do parasito, a resposta inicial do hospedeiro consiste em uma
tentativa de encapsulamento por varias camadas de hemdcitos, mas pelo aumento do
namero de células do Perkinsus, essa capsula desaparece, causando a liberacdo dos
parasitos (MOSS et al., 2008; BRANDAO et al., 2013; QUEIROGA et al., 2013).

Curiosamente, tecidos de ostras infectados por P. marinus apresentaram grande
aumento no numero e tamanho das “brown cells” (células marrons), cuja fungdo parece
estar relacionada com o sistema de defesa do organismo (MACKIN et al., 1950;
LAUCKNER, 1983). Alguns autores atribuiram o aumento no namero das células
marrons em C. virginica infectada por P. marinus a mudangas no metabolismo de
gordura causado pelo parasito (MACKIN, 1951; STEIN; MACKIN, 1955).

Em ostras e outros bivalves, a prevaléncia de P. marinus varia de acordo com a
idade dos animais. Individuos adultos sdo mais suscetiveis a infeccdo imediatamente apés
a desova, pois ha um grande investimento energético do organismo. Para individuos no
primeiro ano de vida, as taxas sdo mais baixas (LAUCKNER, 1983; La PEYRE et al.,
2010; CASAS; VILLALBA, 2012). Acredita-se que isto esteja intimamente relacionado
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a taxa de filtracdo realizada pelos animais, que proporcionalmente aumenta com 0 seu
crescimento (RAY, 1954).

Em infecgdes mais avancadas causadas por P. olseni, foram observadas pustulas
nas branquias de Ruditapes decussatus e R. philippinarum (AZEVEDO, 1989). Em
estudos realizados na Coréia, Choi e Park (2005), observaram o retardamento das
gbnadas de R. philippinarum e infiltracdo hemocitaria em torno de areas infectadas. Nos
gastropodes Haliotis rubra e H. laevigata, as pustulas podem chegar a mais de 8 mm de
didmetro, ocorrendo no pé e no manto, causando destruicdo no tecido conjuntivo e do
tecido epitelial do tubo digestorio (BOWER et al., 1994).

3.2.4.4. Influéncia dos fatores abiéticos na patogenicidade de Perkinsus

Em estudos realizado com P. marinus, foi observado que fatores abidticos
determinam a distribuicdo e o comportamento do protozoario (FISHER et al., 1992; CHU
et al.,1993; RAGONE; BURRESON, 1993; CHOI; PARK, 2010).

A temperatura € um fator importante para a proliferacdo do protozoario, que
ocorre facilmente acima de 20°C. No Hemisfério Norte foi observado que a incidéncia e
a intensidade da infeccdo aumentam quase linearmente com esse fator, sendo relatadas
mortalidades mais altas durante os meses mais quentes e declinio no inicio de meses mais
frios, o que foi atribuido a reducdo do metabolismo dos bivalves (CHOI; PARK, 2010;
La PEYRE et al., 2010; DANG et al., 2012). Portanto, a ocorréncia desse parasito em
aguas tropicais e subtropicais sugere que a temperatura pode ser um fator limitante para a
existéncia de Perkinsus spp. em algumas faixas geograficas (LAUCKNER, 1983;
BOWER, 2003).

Segundo relatos de Ray (1954) e Dang et al. (2012), P. marinus requer salinidades
entre 12 e 15%o para o seu desenvolvimento proliferativo. Salinidades inferiores a esses
valores ou excessivamente altas inibem a atividade do patégeno, mas ndo erradicam o

parasito das ostras.
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3.3. Registros de outros parasitos em moluscos na Bahia

O primeiro registro de parasitismo na Bahia foi realizado por Nascimento et al.
(1986) em C. rhizophorae da Baia de Todos 0s Santos. Nesse estudo, foram evidenciados
0s protozoarios Nematopsis sp., Sphenophrya sp. e Ancistrocoma sp., assim como 0s
metazoarios Bucephalus sp. (Digenea), Tylocephalum sp. (Cestoda), além de um
metazoario ndo identificado. Pinto e Boehs (2008) registraram Nematopsis sp. em
Mytella guyanensis do Rio Cachoeira em llhéus, sul da Bahia. Boehs et al. (2009)
registraram xenomas, causados por Sphenophrya sp. em baixa prevaléncia e intensidade
em C. rhizophorae da Baia de Camamu (BA), sem causar danos generalizados ao seu
hospedeiro.

Ainda na regido estuarina do Rio Cachoeira (llhéus, BA), um estudo de trés
bivalves de interesse econémico (Anomalocardia brasiliana, Iphigenia brasiliana e M.
guyanensis) evidenciou bactérias do tipo RLOs (organismos assemelhados a Rickettsiae),
Nematopsis sp., trematddeos digenéticos ndo identificados e o cestoide Tylocephalum sp.
(BOEHS et al., 2010). A presenca de RLOs, Nematopsis sp. e alguns platelmintos (um
turbelario ndo identificado, Bucephalus sp. e Tylocephalum) foram observados por Ceuta
e Boehs (2012) em M. guyanensis da Baia de Camamu, sendo que somente Nematopsis
sp. causou alteracfes nos palpos labiais de animais com alta infeccdo. Parasitos também
foram registrados em M. guyanensis e C. rhizophorae em trés pontos do Litoral Sul da
Bahia (Camamu, Canavieiras e Valenca) por Zeidan et al. (2012). Esse estudo foi
também realizado com Lucina pectinata, mas ndo foram observados parasitos neste
bivalve. Os autores observaram col6nias de RLOs, Sphenophrya sp., Nematopsis sp.,
Urastoma sp., Bucephalus sp. e Tylocephalum sp.

Em uma avaliacdo da salde de C. rhizophorae de populagdes naturais, em trés
pontos da Baia de Camamu, realizado no verdo e no inverno de 2010, foram também
constatados RLOs, Ancistrocoma sp., Sphenophrya sp., Trichodina sp., Nematopsis sp. e
metazoarios (Urastoma sp., turbelario ndo identificado, Bucephalus sp., uma
metacercaria ndo identificada e Tylocephalum sp.), sem causar danos a este hospedeiro
(BRANDAO et al., 2013b).

Parasitos também foram encontrados na ostra C. rhizophorae da regido do estuario

do Rio Graciosa em Taperoa (BA), um pouco ao norte da Baia de Camamu, por Cova



16

(2013). Os parasitos observados foram: RLOs, Nematopsis sp., Ancistrocoma sp.,

Urastoma sp., Tylocephalum sp. e um platelminto ndo identificado.
3.4. Area de estudo

O Estado da Bahia possui, aproximadamente, 1.100 km de faixa litoranea, a maior
dentre os estados brasileiros. Por possuir grande extenséo, a diversidade bioldgica é alta e
sdo encontradas amplas areas de manguezais, baias e nascentes de muitos rios. A Baia de
Camamu esta inserida no Litoral Sul, entre as coordenadas 13°40,2°S; 38°55.8°W ¢
14°12,6’S; 39°9,6°W; possui 384 km? de area estuarina, sendo 44% de manguezais e no
entorno ocorrem remanescentes de Mata Atlantica; a profundidade média é de 5 metros e
a area inundével é de 383,67 km? (AMORIM, 2005; LENZ, 2008) (Figura 02).
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Figura 02. Mapa da area de estudo, com a indicagdo do ponto de coleta (Porto do Campo) da

ostras Crassostrea rhizophorae de cultivo e estoque natural na Baia de Camamu (Bahia).

O clima desta regido é quente e Umido, com temperatura média anual de 25°C,
com pluviosidade de 2.400 a 2.500 mm ano (CRA, 1995).
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Os rios que desaguam na Baia de Camamu sdo o Serinhaém, o Igrapilna, o Soroj6
e 0 Marau. As combinacBes entre esses rios permitem a preservacdo de muitos
ecossistemas e grande producdo organica, que por sua vez possibilita pequenos
empreendimentos com peixes, crustaceos e moluscos (AMORIM, 2005). As
comunidades desta baia vivem da pesca, artesanato e comercio local. Pequenos cultivos

de ostras sdo desenvolvidos por algumas comunidades tradicionais da regiéo.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta e processamento das amostras

A ostra C. rhizophorae (Figura 03) foi obtida na regido de Porto do Campo (Baia
de Camamu) (13°57'S; 39°02'W) (Figuras 02 e 04) em trés coletas, realizadas em outubro
e novembro de 2012 e em janeiro de 2013. Em cada coleta foram obtidas 100 ostras
medindo de 5-7 cm de altura, sendo 50 de um cultivo em sistema espinhel (= long line)
existente no local e 50 coletadas nas raizes do mangue vermelho R. mangle, no entorno
do cultivo, totalizando 300 animais (Figura 04).

Dados de temperatura e salinidade da agua do local foram medidas com o uso de
um termémetro de mercurio padrdo e de um refratbmetro dptico manual da marca Atago
S/Mill por ocasido das coletas e a cada trés dias durante o periodo.

Os dados de chuvas do periodo foram obtidos a partir dos registros da Estacdo
Meteoroldgica da Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) de
Ituberd (BA). Os parametros mencionados foram acompanhados com a finalidade de
relaciona-los com as prevaléncias e as intensidades de infeccdo tanto para Perkinsus
quanto para 0s demais parasitos.

As ostras foram transportadas em baldes contendo agua salina do ambiente para o
Laboratorio de Histologia Animal da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC).
Foram lavadas em &gua corrente e com o auxilio de uma pequena pa de metal, foram
retirados resquicios do manguezal e incrustacdes presentes nas valvas. A medicao do eixo

dorso-ventral (altura) (GALTSOFF, 1964) foi feita com auxilio de um paquimetro digital.
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Figura 03. Valvas de Crassostrea rhizophorae da regido de Porto do Campo (Baia de Camumu,
Bahia), sendo: a esquerda: valva direita, vista externa e a direita, valva esquerda, vista interna.
Barra = 2cm.
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Figura 04. Crassostrea rhizophorae, a esquerda fixada nas raizes do mangue e a direita nas
lanternas de sistema de cultivo do tipo espinhel, em Porto do Campo, Baia de Camamu (Bahia).

4.2. Analises macroscopicas e histologia

Todas as ostras (n = 300) foram abertas e analisadas macroscopicamente quanto a
presenca e sinais clinicos de Perkinsus (emagrecimento do animal, aspecto palido e
presenca de pustulas), assim como de outros parasitos (emaciamento, alteracdes de
coloragéo e textura, etc.). Em seguida, uma secgdo longitudinal de, aproximadamente, 5
mm foi feita com auxilio de um bisturi, sendo fixada em solucdo de Davidson (SHAW;
BATTLE, 1957) por 24-30 horas. Em seguida os tecidos foram lavados em agua

corrente, passados para etanol a 70%, e desidratados em série alcodlica crescente,
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diafanizados em xilol e incluidos em parafina com cera de abelha a 60°C. Cortes de
tecidos de 7um de espessura foram obtidos por microtomia e posteriormente corados por
hematoxilina de Harris e eosina (HE). As laminas foram analisadas em microscopia de
luz. A prevaléncia de cada parasito foi calculada como o numero de ostras
infectadas/nimero total de ostras coletadas (BUSH et al., 1997). O tamanho de cada
parasito foi obtido com o auxilio de ocular com escala graduada da Olympus CX 35

acoplada.

4.2.1. Estereologia

Para calcular a intensidade de infec¢do dos parasitos, foi utilizada a graticula de
Weibel acoplada a ocular do microscépio optico, seguindo a metodologia proposta por
Lowe et al. (1994). A estereologia consiste na observacdo da area ocupada pelo(s)
parasito(s), também chamado de Tecido Parasitado (TP), no qual sdo avaliados cinco
campos do tecido do animal, com calculo posterior da média. A analise do resultado foi

realizada de acordo com a classificagdo de Lowe et al. (1994):

e | —Infestacdo leve = < 5% de TP;
e |l - Infestagdo moderada = 5-25% de TP;
e [l - Alta=25-50% de TP;

e |V —muito alta = > 50% de TP.
Para ostras com parasitos em grau muito baixo de infeccdo foram realizadas

contagens visuais e quantificados como numero de parasitos/corte histologico.

4.3. Diagnostico de Perkinsus através de RFTM

Duas lamelas branquiais e o reto de cada ostra (n = 300) foram incubados em Meio
Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM), enriquecido com antibiéticos (Penicilina e
Estreptomicina) e antifungico (Nistatina) para inibir o crescimento de microrganismos,
garantindo a pureza do meio (OIE, 2011a). O meio foi incubado por sete dias abrigado da
luz, em temperatura ambiente (20-25°C). Apds esse periodo os tubos foram abertos e

retirou-se os fragmentos dos tecidos da ostra, os quais foram macerados e posteriormente



20

corados em solucdo de iodo a 3% para visualizagdo, em microscopia de luz, da auséncia
ou presenca de hipndsporos de Perkinsus, seguindo protocolo da OIE (2011a).
A prevaléncia foi calculada como o nimero de ostras infectadas/nimero total de
amostras (MARGOLIS et al., 1982).
A intensidade de infeccdo foi calculada de acordo com a escala desenvolvida por
Ray (1954) e modificada por Sabry et al. (2009):
e Infeccdo nula: auséncia de hipnosporos em toda a lamina (100 x);
e Infeccdo muito leve: até 10 hipndsporos em toda a Iamina (100 x);
e Infeccdo leve: 11-100 hipnosporos em toda a 1dmina (100 x);
e Infeccdo moderada: pelo menos 40 hipndsporos observados em 10 campos
diferentes (400 x);
e Infeccdo severa: mais de 40 hipndsporos observados em 10 campos
diferentes (400 x).

4.4. Zoosporulagao de Perkinsus spp.

Para a observacdo de Perkinsus spp. na fase de vida de zoosporulagédo, foi
realizada uma coleta adicional no més de dezembro de 2013 de 15 ostras do manguezal e
15 do cultivo. As branquias e reto das ostras foram incubados em RFTM por dois dias
(periodo no qual é possivel visualizar divisGes de trofozoitos, hipnosporos e formacédo de
zoosporangios contendo zoo6sporos) em temperatura ambiente e auséncia de luz. Apds
esse periodo, os tubos foram abertos e analisados em microscopio de luz sem coloracéo,
pois o iodo evidencia somente hipnosporos, impedindo a observacdo de outras fases de
vida.

Quando era constatada a presenca de divisdes nas diferentes fases de vida, o
liquido sobre a lamina era transferido para 5 ml de agua salina em placa de Petri em
temperatura ambiente e observado em intervalos de 1 hora. As observagdes terminavam
quando ndo eram mais constatadas divisdes ou sinais de vida no protozoario. Os tubos em
que ndo eram observados Perkinsus spp. no segundo dia, eram incubados novamente e

observados nos dias seguintes até o sétimo dia de incubacdo. Apds as analises, todo o
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meio de cultura, resto de tecidos e material esporulado, foram autoclavados e logo apés

descartados.

4.5. Diagnostico de Perkinsus spp. por PCR

As técnicas descritas sdo consideras pela OIE (2011b) como presuntivas, e
recomenda para a confirmacgdo do protozoario no género Perkinsus e, também, para a sua
identificacdo em nivel de espécie, a realizacdo de técnicas moleculares. Com base nisso,
23 animais positivos (um animal de cada nivel de cada ambiente e coleta) e seis animais
negativos (nivel nulo de cada ambiente e coleta) para a técnica de RFTM foram
submetidos a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para a realizagdo da PCR, foram
utilizadas seccdes da glandula digestiva e das brénquias, que foram conservadas em
etanol a 95%.

Uma subamostra de 25-50 mg de tecido foi retirada e pesada em balanga de
precisdo, transferida para tubo Eppendorf, ao qual foi adicionado 1mL de DNAzol
(Invitrogen®) para a extracdo do DNA total. O tecido foi macerado por cinco vezes com
0 auxilio de bastdo de vidro e depois deixado em repouso por 10 minutos para que 0
reagente tivesse sua acdo potencializada. Ap6s esse tempo, o tubo foi levado a um
agitador de tubos (homogeneizador) do tipo vortex por 1 minuto, aproximadamente,
deixado em repouso por mais 10 minutos e depois centrifugado a 10.000 x g por 10
minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo e iniciada a precipitacdo do DNA. Foram adicionados 0,5 ml de etanol 100% no
tubo e o mesmo foi invertido por cerca de seis vezes e logo apds incubado em
temperatura ambiente por 1-3 minutos. Visto que ndo ha como separar o DNA da ostra e
do protozoario, € preciso garantir que a maior quantidade de DNA possivel seja extraida
e para isso outra centrifugacédo de 4.000 x g foi realizada por 1-2 minutos a 4°C.

Para purificar o DNA e obter amostras mais puras, ap6s a centrifugacéo, o etanol
100% foi descartado e adicionado 0,8-1 mL de etanol 75% no pellet (precipitado)
presente no fundo do tubo e invertido por 3-6 vezes e deixado em repouso de 30
segundos a 1 minuto e novamente centrifugado por 10 minutos a 4.000 x g. Com o

término deste tempo, o sobrenadante era descartado com auxilio de pipeta de 200 ul e
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novamente adicionado etanol 75% e centrifugado por 10.000 x g, sendo este passo
repetido por mais 2-3 vezes.

Ap6s a lavagem do material genetico, o alcool foi descartado e os tubos
permaneceram abertos até que o liquido presente houvesse secado. Concluindo a
extracdo, foi adicionado 80 pl de &gua ultra pura e levado ao vortex.

Para as reacbes da PCR, foi utilizado o par de primers PerkITS — 85F
(5’CCGCTTTGTTTGGATCCC) PerkITS-750R (5’ACATCAGGCCTTCTAATGATG
3”) (CASAS et al., 2002), que alenelam especificamente em regides conservadas dos
espacadores internos transcritos (ITS1 e 2) e a regido 5.8S do complexo de genes do
acido ribonucléico ribossémico (rRNA), exclusivos para os membros do género
Perkinsus (exceto para P. qugwadi). As reac6es da PCR foram realizadas em volume de
12,5 ul, contendo100-200 ng de DNA genbémico, tampdo de PCR 1x concentrado, MgCl,
a 1,5 mM, nucleotideos a 0,2 mM cada, primers a 0,8 UM e uma unidade de Tag DNA
polimerase. O controle positivo utilizado na PCR foi DNA de Perkinsus beihaiensis
(cedido gentilmente pela Dr. Rachel Sabry e Maximiano P. Dantas Neto). O controle
negativo foi utilizado agua ultrapura. O protocolo incluiu desnaturacdo do DNA a 94°C
por 10 minutos; 35 ciclos de amplificacdo a 94°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto, seguido de uma extenséo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da
PCR foram separados em gel de agarose 1,5-2%, em tampéo Tris-acido acético-EDTA
(TAE), corados com Brometo de Etidio e visualizados usando luz UV.

Amostras positivas para a PCR de género foram submetidas a sequenciamento
pela empresa Ludwig Biotecnologia Ltda. (Porto Alegre, RS), para identificacdo da (s)

espécie(s).

4.6. Andlises Estatisticas

A Andlise de Variancia (ANOVA) de Fisher foi utilizada para comparar a altura
das ostras do manguezal com as do cultivo. O teste Qui-quadrado (y2) foi utilizado para
comparar as prevaléncias dos parasitos mais frequentes nas amostras (Perkinsus spp. e
Nematopsis sp.) entre os ambientes (manguezal e cultivo). O nivel de significancia
adotado foi o de 95%.
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5. RESULTADOS
5.1. Dados abidticos

A temperatura da agua variou entre 26 e 31°C, sendo que a média do periodo foi
de 29,9 + 2,14°C. A salinidade variou entre 25,5 € 31%o, com média de 28,4 + 1,5%o e foi
negativamente influenciada pelas chuvas no més de janeiro (Figura 05). A precipitacdo

pluviométrica foi de 73 mm em outubro, 78,4 mm em novembro e 224,4 mm em janeiro.
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Figura 05. Dados de temperatura (°C) e salinidade (%o) de Porto do Campo (Baia de Camamu,
Bahia) durante o periodo de coletas (outubro de 2012 a janeiro de 2013) (n = 35).

5.2. Analises macroscopicas, biometria e sexo

As analises macroscopicas ndo evidenciaram a presenca ou sinais clinicos de
parasitos.
As ostras do ambiente do manguezal apresentaram altura média de 5,3 cm (DP +

0,7; n =150) e as do cultivo, altura média de 5,7 cm (DP % 0,6; n = 150), sendo que estas
ultimas foram significativamente maiores (p < 0,05) em relagdo as primeiras.

A proporcao de ostras do manguezal com gbénada em estagio feminino em relacéo
a ostras apresentando gonada masculina foi de 3,4: 1 no més de outubro, 8,8: 1 em
novembro e 4,7: 1 em janeiro. No cultivo, a proporcédo foi de 1:1 em todas as coletas.

Houve um caso de hermafroditismo simultaneo no més de janeiro no manguezal.

5.3. Perkinsus spp.

5.3.1. Deteccéo de Perkinsus spp. em Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM)
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Os tecidos (reto e branquias) das ostras incubadas no RFTM evidenciaram a
presenca de Perkinsus spp. na fase de hipndsporo. As células apresentaram parede
espessa, com forma esférica, medindo entre 5 e 75 um de diametro. Quando coradas com
lugol, os hipnosporos adquiriram coloracdo preto-azulada, variando de acordo a
penetracdo do corante na célula (Figura 06).

Considerando o total de animais analisados (n = 300), a prevaléncia média de
Perkinsus evidenciada por RFTM foi de 69%. Apesar de terem sido verificadas altas
prevaléncias nas ostras do manguezal das coletas de outubro e novembro (74% e 82%,
respectivamente), a prevaléncia mais alta ocorreu em janeiro de 2013 no cultivo (88%)
(Tabela 01).

Quanto a intensidade de infecgdo, todos os niveis foram observados, porém, 0s

mais frequentes foram o nivel | (infeccdo muito leve) e o nivel Il (infeccdo leve) no

manguezal e o nivel 0 e nivel Il (infec¢do nula) no cultivo (Figura 07).

.3 ” 2

Campo (Baia de Camamu, Bahia) apds incubacdo em Meio Fluido de Tioglicolato de Ray

(RFTM) e maceracao e coloragdo com lugol, sendo: (A) infec¢do muito leve, (B) infeccéo leve,
(C) infeccdo moderada, (D) infeccdo intensa. Barras = 25 pm.
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Figura 07. Niveis de intensidade de infec¢do de Perkinsus spp. em Crassostrea rhizophorae do
manguezal (M) e de cultivo (C) de Porto do Campo (Baia de Camamu, Bahia) de outubro e
novembro de 2012 e janeiro de 2013 (n = 300).

5.3.2. Histologia

Trofozoitos e rosetas (trofozoitos em divisdo) de Perkinsus spp. foram
visualizados nos tecidos da ostra em todos 0s meses e em ambos 0s ambientes, com
prevaléncia média de 93,3%. Prevaléncias de até 100% ocorreram no cultivo no més de
outubro e no manguezal no més de novembro (Tabelas 01 e 02). Ndo houve diferenca
estatistica (p = 0,16; n = 300) na prevaléncia desse patdgeno entre as ostras do manguezal
e do cultivo.

Tabela 01. Prevaléncia de Perkinsus spp. em Crassostrea rhizophorae de Porto do Campo, Baia
de Camamu (Bahia) evidenciada através do uso das técnicas de Meio Fluido de Tioglicolato de
Ray (RFTM) e Histologia em ambiente de manguezal (n = 150) e cultivo (n = 150) nos meses de
outubro e novembro de 2012 e janeiro de 2013

Manguezal Cultivo
RFTM Histologia RFTM Histologia
Outubro 2012 74% 92% 50% 100%
Novembro 2012 82% 100% 46% 86%

Janeiro 2013 76% 94% 88% 88%
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Os trofozoitos apresentaram formato arredondado, vacuolo ocupando grande parte
do volume celular, nucleo na regido periférica e nucléolo proeminente (Figura 08).
Foram registrados no epitélio da glandula digestiva, no manto e nas paredes do estdmago
e do intestino e mediram entre 3 e 10 um (media: 6,8 £ 2,2 um; n = 30). A presenca mais
conspicua do parasito ocorreu no epitélio estomacal. A fagocitose hemocitéria do parasito

e infiltracdo hemocitaria nos locais com maior nimero de parasitos foram eventos

frequentemente observados (Figura 08).
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Figura 08. Trofozoitos de Perkinsus spp. em Crassostrea
de Camamu, Bahia). A. No epitélio da glandula digestiva. Barra= 10 um. B. Trofozoito com
vactolo ocupando grande parte do volume celular e nucleo periférico e trofozoitos em divisao
(cabeca de seta) no tecido conjuntivo da glandula digestiva. Barra=10 pum.

5.4.3. Zoosporulagéo de Perkinsus spp.

Apds a incubacdo em RFTM por dois dias, 27 amostras (n = 30) apresentaram pré-
hipndsporos, zoosporangios contendo zodsporos méveis e formacdo de tubo de descarga
(Figura 09). Em todos os casos foi observado apenas um tubo de descarga em cada
zoosporangio. Nestas mesmas amostras foram observadas fases de vida até o quarto dia
de incubacdo. As amostras nos quais ndo foram visualizadas divisdes no segundo dia,
apresentaram fases de vida a partir do terceiro dia de incubagdo. Apds a transferéncia
para a agua do mar em temperatura ambiente, 0 protozoario resistiu por mais 14-20

horas.
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Figura 09. Zoosporulacdo de Perkinsus spp. em agua salina, com formacdo de (A) pré-
hipnosporos, (B) zoosporangios contendo zodsporos moveis e (C) formacdo de tubo de descarga.
Barra= 10pm.

5.3.4. Diagnostico de Perkinsus spp. por PCR

Das 23 amostras positivas (11 do manguezal e 12 do cultivo) para RFTM
submetidas a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), 11 foram positivas
(47,82%), produzindo amplicons do tamanho esperado (700 pb) (Figura 10). Para as
amostras restantes, o resultado foi divergente ao observado por RFTM. Quanto as

amostras negativas para RFTM submetidas a PCR, o resultado para todas foi negativo.

Figura 10. Diagnostico de Perkinsus por PCR: eletroforese em gel de agarose (1,5%) com
amplificagdes de fragmentos de 700 bp, obtidos em PCR realizados com iniciadores PerkITS
85/750. A primeira coluna superior mostra o marcador molecular (M), seguido pelo controle
positivo (C+), negativo (C-) e as amostras (1, 2, 3, 5, 6, 7 positivas e 4 negativa).
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5.3. Analises microscépicas de outros parasitos

As observacdes microscopicas revelaram a presenca dos seguintes parasitos:
organismos assemelhados a Rickettsiae (RLOs), Sphenophrya sp. (Ciliophora:
Sphenophrydae), Nematopsis sp. (Apicomplexa: Eugregarinidae), Urastoma sp.
(Turbellaria: Urostomidae), Tylocephalum sp. (Cestoda: Tetragonocephalidae) e um
metazoario ndo identificado. Destes, o protozoario Nematopsis sp. foi 0 que apresentou
maior prevaléncia, tendo sido encontrado em todos 0s meses e em ambos 0s ambientes.
(Tabela 02).

Colbnias de RLOs foram observadas nas trés coletas, com maior prevaléncia em
outubro, em ostras do cultivo (8%) (Tabela 02). O diametro das colénias variou entre 4 e
10 pm (média: 7,1 £ 2,7 um; n = 10) . As colbnias, de formato arredondado, ocorreram
no interior das células epiteliais da glandula digestiva. A intensidade de infeccéo foi de 1-
2 colbnias/corte histolégico, porém, algumas ostras apresentaram até 9 coldnias/corte
histolégico (Figura 11). Em alguns casos foram observadas rupturas das células
infectadas, mas ndo houve resposta aparente do hospedeiro.

Sphenophrya sp. foi observada em baixa prevaléncia, sempre nas branquias, na
maior parte das vezes, formando xenoma, uma hipertrofia da célula hospedeira e do seu
nucleo devido a presenca intracelular desse parasito. Apresentou tamanho entre 3 e 10
pum (média: 9,8 £ 2,8 um; n = 8) (Figura 12). Nos casos em que foi observado xenoma,
foram visualizados até 19 protozoarios dentro da célula do hospedeiro e 1-3
tumores/corte histoldgico. O tamanho dos ndcleos hipertrofiados variou entre 6 e 15 um e
0 xenoma entre 27 e 35 um. Foram observados xenomas em estagio inicial e mais
desenvolvidos. As lesdes ficaram restritas a célula parasitada e ndo houve resposta
imunoldgica aparente do hospedeiro (Figura 13).

Nematopsis sp. foi observada em com prevaléncia média de 69,3% + 4,44 (n
=150) no manguezal e 51,3% + 2,8 (n = 150) no cultivo, parasitando intracelularmente
hemdcitos (fagocitos). Cada oocisto continha tipicamente um Unico esporozoito. Em
média, ocorreram de 1-3 oocistos/fagocito, mas em uma ostra foram observados até 8
oocistos/fagocito. Os esporozoitos apresentaram dimensdes entre 3 e 6 um (média: 5,5 +

1,7; n = 30) e os fagdcitos entre 10-15 pum. O parasito foi observado no manto, glandula
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digestiva, branquias e masculo, sendo mais frequente na glandula digestiva (Figura 14).
A estereologia evidenciou intensidade de infeccdo leve (< 5% do tecido parasitado; n =
10 ostras) e moderada (5-25% do tecido parasitado; n = 20 ostras).

O teste de Qui-quadrado evidenciou que a ocorréncia desse parasito esta altamente
associada ao ambiente, isto €, foi maior no manguezal em relacéo ao cultivo (p = 0,0006).

Urastoma sp. foi observada em todos 0s meses em baixa prevaléncia e intensidade
de infeccdo (1 parasito/corte histologico) (Tabela 02). Mediu entre 43-97 pum de
comprimento (meédia: 78,6 £19,9 um; n = 5) e todos os animais foram encontrados entre
os filamentos branquiais da ostra (Figura 15). O turbelario apresentou formato tipico
ovoide, com parede espessa e presenca de cilios recobrindo o corpo, além de ocelos
proeminentes.

Bucephalus sp. em estdgio larval esporocistico contendo cercéreas e massas
germinativas, foi encontrada apenas em uma ostra no més de outubro no manguezal. A
presenca de furcas nas cercareas permitiu a identificagdo do género. O trematédeo
ocorreu na glandula digestiva, no manto e na gonada. Houve evidéncia de castracdo
parasitaria, com destruicdo de foliculos e gametas (Figura 16). O nivel de infeccdo foi
alto (> 25-50% de tecido parasitado). Os esporocistos apresentaram média de tamanho de
50,6 um (DP * 22,6; n = 10).

Tylocephalum sp. foi observada em uma ostra da coleta realizada no més de
outubro no manguezal e em uma ostra do cultivo de novembro. O parasito, em estagio
larval de metacestoide, estava localizado na regido periférica da glandula digestiva,
envolto por uma camada fibrosa de tecido conjuntivo do hospedeiro e por hemdcitos.
Mediu entre 73-80 um (média: 76,5 + 3,5; n = 2). Seu formato era tipicamente ovoide,
com presenca de cilios e vesiculas internas (Figura 17). Nos dois casos, foi visualizado
apenas um parasito/corte histolégico.

Um copépode nédo identificado foi observado em todas os meses de coletas em
baixa prevaléncia e baixa intensidade de infeccdo (1 parasito/corte histologico) (Figura
18).
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Figuras 11-15. Parasitos na ostra Crassostrea rhizophorae de Porto do Campo (Baia de
Camamu, Bahia), sendo: (11) RLOs no epitélio da glandula digestiva. Barra = 10um;
Sphenophrya sp. no epitélio branquial (12) sem formagéo de xenoma e com formagéo de xenoma
(13), Barra =10 um; (14) oocistos intrahemociticos de Nematopsis sp. na regido das branquias,
Barra = 10 um; (15) Urastoma sp. entre os filamentos branquiais, Barra = 10 um. Coloracéo:
HE.
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Figura 16. Esporocistos de Bucephalus sp. contendo massas germinativas e cercarias em
Crassostrea rhizophorae de Porto do Campo (Baia de Camamu, Bahia). Barra = 25 pm.
Coloracgéo: HE.

Figuras 17. Tylocephalum sp. em Crassostrea rhizophorae de Porto do Campo (Baia de
Camamu, Bahia) na regido periférica da glandula digestiva, com formacdo de cépsula fibrosa.
Barra = 25 um. Colorag&o: HE.
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Figura 18. Copépode ndo identificado em regido proxima as brénquias de Crassostrea
rhizophorae de Porto do Campo (Baia de Camamu, Bahia). Barra = 25 um. Coloracédo: HE.

Tabela 02. Parasitos e suas prevaléncias (%) na ostra Crassostrea rhizophorae em ambiente de
cultivo (n = 150) e no manguezal (n = 150) na localidade de Porto do Campo, Baia de Camamu
(Bahia), nos meses de outubro e novembro de 2012 e janeiro de 2013, através da histologia.

Parasitos

Outubro

Novembro

Janeiro

Manguezal  Cultivo

Manguezal

Cultivo

Manguezal Culltivo

RLOs
Sphenophrya sp.*
Sphenophrya sp.
Nematopsis sp.
Perkinsus spp.
Urastoma sp.
Bucephalus sp.
Tylocephalum sp.

Copépode nédo
identificado

6%

6%

94%

92%

4%

2%

2%

4%

8%

56%

100%

4%

4%

6%

44%

100%

2%

2%

38%

86%

2%

2%

2%

2%

2%

70% 60%

94% 88%

2%

2% 2%

*Sphenophrya sp.

causando xenoma (hipertrofia da célula hospedeira)
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6. DISCUSSAO

A ostra Crassostrea rhizophorae é uma espécie hermafrodita sequencial
protandrica, que tende a apresentar maior propor¢do de machos quando mais nova e uma
relagdo inversa quando mais velha (GALTSOFF, 1964). Neste estudo, as ostras do
manguezal tiveram um maior niumero de fémeas com relacdo aos machos. Isso sugere
que essas ostras sejam mais velhas do que as do estoque do cultivo, embora estas Ultimas
tenham apresentado tamanho maior, o que, provavelmente, se deve ao fato de as ostras
nas lanternas estarem em melhor condicdo de crescimento, favorecido principalmente
pela submerséo permanente.

Os parasitos mais prevalentes presentes em C. rhizophorae de Porto do Campo,
tanto no cultivo quanto no manguezal, foram Perkinsus spp. e Nematopsis sp.

A técnica de RFTM esta atestada pela OIE (2006) como um teste sensivel e seguro
para a observacdo de Perkinsus na fase de hipnosporos. Os hipnosporos visualizados
nesse estudo apresentaram as mesmas caracteristicas (aumento celular e espessura da
parede) mencionadas para C. rhizophorae infectada por Perkinsus em outros locais do
Nordeste brasileiro (SABRY et al., 2009; BRANDAO et al., 2013a; da SILVA et al.,
2013; SABRY et al., 2013).

A prevaléncia média de Perkinsus spp. evidenciada a partir da técnica de RFTM
foi alta (69%) em relacdo a encontrada por Sabry et al. (2009) (5,78%) no estado do
Ceara, e um pouco maior a encontrada por Brand&o et al. (2013a) (63%) no litoral sul da
Bahia nessa mesma espécie. Ferreira (2013) observou prevaléncia média de 14,7% em A.
brasiliana no estado do Ceara.

Quanto aos niveis de intensidade de infec¢cdo encontrados neste estudo, 0s mesmos
variaram do nivel nulo (NO) a infeccdo intensa (N4), resultado similar ao observado por
Brandao et al. (2013a) também na Baia de Camamu (BA). No estudo realizado por Sabry
et al. (2009) no Rio Pacoti (Ceard), os autores observaram grande parte das ostras em
nivel de infeccdo muito leve (N1) e uma pequena porcentagem no nivel mais intenso
(N4) no ano de 2008. Nos anos de 2009 e 2010, neste mesmo local, Sabry et al. (2013)

observaram desde o nivel nulo de infeccdo (NO) ao muito leve (N2). Ferreira (2013)
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encontrou nivel nulo a leve em A. brasiliana do estuario do Rio Timonha (CE), em
animais de populacdo naturais.

Nossos resultados de histologia permitiram evidenciar trofozoitos de Perkinsus sp.
com tamanho entre 3-10 um, com média de 6,8 um. Sabry et al. (2013) e Ferreira (2013)
observaram células de Perkinsus beihaiensis com tamanhos variando entre 3 e 6 pum,
tratando-se esta de uma espécie com tamanho pequeno. Em um estudo realizado no
México com a ostra Saccostrea palmula de cultivo e populagdo natural, trofozoitos de P.
marinus foram encontrados medindo até 5 um em ambos os ambientes. Mackin et al.
(1950) observaram essa especie medindo entre 3 e 10 um em C. virginica.

A morfologia tipica dos trofozoitos do género Perkinsus também foi observada e
0s oOrgdos e tecidos infectados também coincidem com relatos anteriores para a costa
brasileira (SABRY et al., 2009; BRANDAO et al., 2013a; da SILVA et al., 2013;
FERREIRA, 2013; SABRY et al., 2013).

Neste estudo, a presenca de hemdcitos fagocitando o protozoario, evidenciou a
resposta de defesa do hospedeiro. Branddo et al. (2013), também observaram a presenca
de hemdcitos na ostra C. rhizophorae da Baia de Camamu infectada por Perkinsus sp. e
em ambos estudos ndo ficou evidente mortalidade de ostras associada a esse patdgeno, o
que indica que essa ostra mostra um certo grau de adaptacdo ao parasito e resposta
hemocitéria eficiente no combate ao parasito.

Segundo Queiroga et al. (2013), em um estudo sobre o sistema imunoldgico da
ostra C. gasar infectada por Perkinsus sp., as altas intensidades podem tornar o
hospedeiro mais suscetivel a outros patdgenos e doencas. A infeccdo por esse protozoario
ainda pode promover alteragdes fisiologicas, lise de células, comprometimento do
sistema imunoldgico e diminuicdo da capacidade reprodutiva (NAVAS et al., 1992;
BOWER et al., 1994, BONDAD-REANTASO et al., 2001; CASAS; VILLALBA, 2012).
Além desses danos, o crescimento e a sobrevivéncia do hospedeiro também podem ser
comprometidos e indiretamente pode haver impactos sobre a producéo desses animais.

AlteracGes histopatologicas causadas por Perkinsus sp. foram também observadas
por Lee et al. (2001) em Tapes philippinarum da Coréia. Os autores observaram
infiltracdo e encapsulamento hemocitario em varios tecidos e 6rgdos, e em alguns casos

um atrofiamento do epitélio digestivo.
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Quanto a eficiéncia das técnicas utilizadas neste estudo, apesar da técnica de
RFTM ser considerada mais sensivel que a histologia (OIE, 2006), curiosamente, a
técnica histoldgica evidenciou maior prevaléncia de Perkinsus spp., resultado similar ao
observado por Sabry et al. (2013). As técnicas de RFTM e histologia utilizam sec¢des
diferentes de tecidos do animal, isto é, enquanto a primeira utiliza apenas as branquias e o
reto, a segunda utiliza também outras regides do corpo do animal (e.g., gbnadas, tubo
digestorio), o que possibilita um aumento da prevaléncia.

A reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) confirmou que o protozoario encontrado
nas técnicas de histologia e RFTM trata-se de um membro do género Perkinsus. Todas as
amostras negativas para RFTM também foram negativas para PCR e 11 amostras
positivas para ambas as técnicas e 12 amostras positivas para RFTM e negativas para a
PCR. Os niveis de infeccdo muito leve e leve compreendem de 1-10 e 11-100
hipnosporos observados em toda a lamina, respectivamente. Nestes niveis, o protozoario
pode estar distribuido de maneira desproporcional entre os tecidos dos O6rgdos e
possivelmente o fragmento (25-50 mg) utilizado para a PCR néo contenha a presenca do
parasito. Branddo et al. (2013) e Sabry et al. (2009 e 2013) também relataram diferencas
entre as técnicas de RFTM e PCR, que foram associadas a baixa intensidade e a
quantidade de tecido diferente utilizado para as técnicas. Reece et al. (2008) também
relataram divergéncia entre as técnicas e Burreson (2008) associou essas diferencas a
falhas durante a amostragem.

Quanto a influéncia dos fatores abi6ticos sobre a prevaléncia e o desenvolvimento
do patégeno Perkinsus, as médias de salinidade e temperatura tém sido associadas ao
sucesso proliferativo deste patdgeno em seus hospedeiros (CHOI; PARK, 2010; La
PEYRE et al., 2010; DANG et al., 2012). Em um estudo realizado por La Peyre et al
(2010) foi observado aumento da densidade celular de P. marinus em C. virginica
quando eram combinadas temperatura de 28°C e salinidade de 25%.. Os autores também
observaram que ocorreu uma queda na viabilidade celular em baixas temperaturas e
salinidade, diminuindo também a prevaléncia e a intensidade de infec¢do. Durantes os
meses de coletas do presente estudo, tanto a salinidade quanto a temperatura foram altas e
propicias para a sobrevivéncia e manutencdo de Perkinsus sp., 0 que pode explicar as

altas prevaléncias observadas.



36

As prevaléncias similares de Perkinsus sp. nas ostras do cultivo e do manguezal
indicam ndo haver influéncia negativa do confinamento sobre a ocorréncia do patogeno,
0 que foi evidenciado também pelos niveis de infec¢do, predominantemente nulos no
cultivo no meses de outubro e novembro de 2012.

Quanto aos demais parasitos, organismos assemelhados a Rickettsiae (RLOS)
foram encontrados nesse estudo em baixa prevaléncia e intensidade de infeccéo,
causando hipertrofia das células epiteliais da glandula digestiva e em alguns casos a
ruptura das mesmas. Em outros estudos realizados em C. rhizophorae na costa brasileira
(ZEIDAN et al., 2012; SABRY et al., 2013; BRANDAO et al., 2013b; COVA, 2013),
também foram observados RLOs no mesmo érgdo, com prevaléncias médias entre 3-13%
e intensidade de infeccdo entre 1-5 col6nias/secdo histoldgica, coincidindo com os
resultados do presente estudo. Col6nias intracelulares de RLOs foram também registradas
em C. gigas (PONTINHA, 2009; SABRY, et al., 2013b), em Mytella guyanensis
(PINTO; BOEHS, 2008; BOEHS et al., 2010; CEUTA; BOEHS, 2012) e em A.
brasiliana (BOEHS et al., 2010). A lise celular observada em algumas ostras neste estudo
também foi relatada por Cremonte et al. (2005) no venerideo Pitar rostrata no Uruguai.
Em todos os estudos mencionados, ndo houve evidente resposta hemocitaria ou
associacdo com mortalidade.

O ciliado Sphenophrya sp. foi observado em ambos 0s ambientes e nos trés meses
de coletas, nas branquias, seja com localizacdo entre os filamentos branquiais, seja com
localizagdo intracelular e nesse Gltimo caso formando xenoma, em sua maioria em
estagio inicial. Nascimento et al. (1986), em um estudo realizado com C. rhizophorae na
Baia de Todos os Santos (BA), encontraram baixa prevaléncia e intensidade de infecgédo
desse protozodrio, mas ndo relataram xenoma. Esse tipo de tumor j& foi relatado em
estudos anteriores no Hemisfério Norte (BOWER et al., 1994; WINSTEAD, 2004),
sendo que no Brasil foi relatado apenas no sul da Bahia (BOEHS et al., 2009; ZEIDAN et
al., 2012; BRANDAO et al., 2013b). Winstead et al. (2004), relataram, em um estudo
realizado na Florida (EUA), xenomas com cerca de 3 mm de comprimento na ostra C.
virginica em avancado nivel de infecgcdo por Sphenophrya sp.

Oocistos intrahemociticos de Nematopsis sp. foram encontrados em alta

prevaléncia tanto no cultivo quanto no manguezal, nas branquias, manto e glandula
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digestiva das ostras. A alta prevaléncia dessa gregarina e os 0rgdos de ocorréncia,
coincidem com registros ja realizados em C. rhizophorae (NASCIMENTO et al., 1986;
SABRY:; MAGALHAES, 2005; SABRY et al., 2007; ZEIDAN et al. 2012; BRANDAO
et al., 2013b; SABRY et al., 2013; COVA, 2013) e em outros bivalves de interesse
econdmico do litoral brasileiro (AZEVEDO; MATOS, 1999; LIMA et al., 2001; PINTO;
BOEHS, 2008; CEUTA; BOEHS et al., 2012; BOEHS, 2012).

O protozoario Nematopsis utiliza moluscos bivalves como hospedeiros
intermediarios e completa seu ciclo de vida de vida no intestino de crustaceos
(LAUCKNER, 1983). Em um estudo realizado em popula¢des naturais de bivalves no
Rio Cachoeira (lIhéus, Bahia), com trés espécies de interesse econdmico, foi evidenciada
uma maior prevaléncia em M. guyanensis quando comparada com A. brasiliana (BOEHS
et al., 2010). A maior prevaléncia em M. guyanensis foi atribuida pelos autores a
proximidade deste bivalve com os crustaceos presentes no manguezal, j& que 0 mesmo
fixa-se nas raizes dessas plantas, enquanto A. brasiliana habita a regido entremarés e o
infralitoral raso, onde a ocorréncia de crustdiceos é menor. No presente estudo
prevaléncias significativamente mais baixas foram observadas no cultivo, no qual as
ostras ficam submersas por tempo integral e em menor contato com crustaceos, o que
pode justificar a diferenca de prevaléncia de Nematospis sp. entre 0s ambientes. Apesar
da alta prevaléncia, nenhum dano, alteracdo histopatoldgica ou resposta imune foram
observados nos tecidos da ostra relacionadas a este parasito.

Metazoarios do filo Platyhelminthes foram observados nesse estudo em baixa
prevaléncia e intensidade de infeccdo. Urastoma sp. ja foi observada na costa brasileira
em C. rhizophorae e em C. gigas de Santa Catarina (SABRY et al., 2007, 2013) e em C.
rhizophorae e M. guyanensis da Bahia (ZEIDAN et al., 2012; BRANDAO et al., 2013;
COVA, 2013) na cavidade do manto e nos filamentos branquiais. Em todos os casos
mencionados, ndo houve a observacdo de danos aos hospedeiros. Entretanto, em um
estudo realizado por Robledo et al. (1994) em Muytilus galloprovincialis na regido da
Galicia na Espanha, foram observadas alteraces nos tecidos das branquias e ocorréncia
de infiltracdo hemocitaria. Ainda ndo € conhecido o tipo de relacdo que esse turbelario
possui com moluscos bivalves, mas seus registros tem sugerido uma relacdo mais

comensal do que parasitica (BOEHS et al., 2012).
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Esporocistos de Bucephalus sp. contendo massas germinativas e cercéarias em
diferentes estagios de desenvolvimento causando castracdo parasitaria foram observados
em uma ostra do manguezal. O exemplar ndo apresentou nenhum sinal macroscépico
quanto a presenca do bucefalideo. Em mitilideos, essa enfermidade é conhecida como
“doenga laranja”, pelo fato de macroscopicamente ser possivel a visualizagdo da
coloracgéo alaranjada e aspecto fibroso do manto dos individuos infectados, que é causada
pelos proprios esporocistos (BOEHS et al., 2012; CEUTA; BOEHS, 2012). O ciclo de
vida desses trematddeos digenéticos é considerado complexo, mas € conhecido que 0s
mesmos utilizam os bivalves como hospedeiros intermediarios (primarios ou
secundarios) e os peixes como hospedeiros definitivos (LAUCKNER, 1983; CEUTA,;
BOEHS, 2012). Esse parasito ja foi registrado em C. rhizophorae do litoral da Bahia
(NASCIMENTO et al., 1986; ZEIDAN et al., 2012; BRANDAO et al., 2013b) com
prevaléncia e intensidade de infeccdo similares, assim como auséncia de resposta de
defesa do hospedeiro.

Larvas de metacestoides do género Tylocephalum ja foram registradas em C.
rhizophorae no Estado do Ceard (SABRY et al., 2007) e Bahia (NASCIMENTO et al.,
1986; ZEIDAN et al., 2012; BRANDAO et al., 2013b) com baixa prevaléncia e
intensidade de infeccdo. Esse parasito também tem sido documentado em outros bivalves
da costa brasileira como em A. brasiliana (BOEHS; MAGALHAES, 2004; BOEHS et
al., 2009), Iphigenia brasiliana (BOEHS et al., 2009) e M. guyanensis (CEUTA,;
BOEHS, 2012). Em todos os casos, foi observado o encapsulamento por fibras e células
do hospedeiro e auséncia de danos aos 6rgdos dos animais. Entretanto, em um estudo
realizado na Baia de Todos o0s Santos, os autores observaram ruptura do tecido do animal,
devido a penetracdo do cestoide, causando danos mecanicos no animal (NASCIMENTO

et al., 1986). Nesse estudo nédo foi detectado dano histopatologico ou mecanico.

7. COCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do estudo permitem tecer as seguintes consideracgdes finais:
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Dentre os parasitos observados, Perkinsus spp. e Nematopsis sp. foram os
mais prevalentes;

As infeccdes, tanto por Perkinsus spp. quanto por Nematopsis sp., tiveram
efeito localizado e aparentemente, ndo estdo associadas a mortalidade da
ostra C. rhizophorae;

Apesar da alta prevaléncia, os niveis de infeccdo de Perkinsus spp.
evidenciados pela técnica de RFTM em ambos os ambientes foram baixos;
Na infeccdo por Perkinsus sp., a presenca de hemdcitos foi considerada
positiva para o hospedeiro, pois evidencia que a sua resposta é eficiente
com relacdo a esse patdgeno;

A maior prevaléncia detectada na técnica de histologia;

As prevaléncias altas de Perkinsus spp. em Porto do Campo indicam que,
aparentemente, as condicdes abioticas do local sdo favoraveis a proliferacéo
desse patdgeno;

A similaridade de prevaléncia observada entre os ambientes, indica que o
cultivo ndo estd favorecendo a proliferagdo de Perkinsus spp. na ostra, o
que foi atestado também pelos niveis mais baixos de infeccdo em relacéo ao
manguezal;

A prevaléncia mais alta de Nematopsis sp. no manguezal esta, muito
provavelmente, associada a presenca de crustaceos nesse local, o que
facilita a esse patdgeno completar seu ciclo de vida;

A infeccdo pelos outros parasitos neste estudo foi de baixa prevaléncia e
intensidade de infeccdo e aparentemente 0s mesmos ndo estdo causando
danos, o que evidencia as boas condi¢6es de saude da ostra do local;

Apesar de varios estudos estarem sendo conduzidos envolvendo o género
Perkinsus em ostras do nordeste do Brasil, ha muitos aspectos ainda a
serem elucidados, como por exemplo: as espécies ocorrentes em cada
regido, a patogenicidade sobre outros moluscos bivalves de interesse
econdmico e os possiveis efeitos sobre os humanos mediante consumo de

ostras moluscos portadores da infeccao.
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