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RESUMO

A perkinsiose, enfermidade causada pelo protozd®eitinsussp., €
responsavel por mortalidades de moluscos marinima®e@o 0 mundo.
O presente estudo objetivou verificar a presencgatégenos com
énfase enPerkinsusem ostras de Santa Catarina/SC e do Cearé/CE,
Brasil. Em SC, as ostrarassostrea rhizophorae(costdo) e
Crassostrea gigasgcultivo) foram coletadas no Sambaqui e Ribeiréo
da Ilha, em margo/2008 e abril/2009 (N= 1200). NB, @s ostras
C. rhizophoradioram coletadas em 3 pontos do Estuério do RiotRaco
em agosto/2008 e dezembro/2009 (N= 900). As tésniddizadas
foram andalise macroscopica, histologia, cultivo ereio liquido de
tioglicolato, reagcdo em cadeia da polimerase (PGiRjnagem e
sequenciamento de uma regido identificad®elkinsus Os resultados
nas ostras estudadas mostraram: hipertrofia gaanédicpresenca de
bactérias do tipo rickettsia; protozoarioBerkinsus Nematopsis
Trichodina, Sphenophry@ncistrocomae SteinhausiaAs hipertrofias e
bactérias foram detectadas nas ostras de Be€rldnsussomente nas
ostras do CE. Os metazoéarios observados foramuetdigPolydora
Urastoma, Tylocephalum,copépode possivelmente do género
Pseudomyicolae, nas ostras do Ceara, larvds digenéticos. Os
patdégenos ndo foram associados a danos significatios tecidos das
ostras, em SC e CE. As ostras do CE foram diagaolsts com
Perkinsussp. (5,8% em 2008 e 5,1% em 2009). A PCR comaidaries
especificos seguida do sequenciamento confirmowats do género
Perkinsusporém ainda néo foi possivel confirmar a espécie.

1. Perkinsussp.; 2.Crassostrea3. histopatologia; 4. Ostras.



ABSTRACT

Pathogens in oysters from Santa Catarina Island, $#a Catarina
State, and from Pacoti River Estuary, Ceara Statewith emphasis
on the Perkinsus protozoa.

Perkinsiosis, disease caused by the protoPeakinsussp., is responsible
for mortalities of marine mollusks worldwide. Th&udy aimed to
evaluate the presence of pathogens with emphasietkinsussp. in
oysters from the States of Santa Catarina/SC amda@ZE, Brazil. In
SC, the oystersCrassostrea rhizophorag(from the coast) and
Crassostrea gigag(from culture) were collected at Sambaqui and
Ribeirdo da llha, on March 2008 and April 2009 (NL200). In CE,
oystersC. rhizophoraewere collected at three sites of the Pacoti River
Estuary on August 2008 and December 2009 (N = 908.techniques
used were macroscopic analysis, histology, culiarethioglycolate
medium, polymerase chain reaction, cloning an seging of an
identified region ofPerkinsus.The results in oysters studied showed
gametic hypertrophy, rickettsia-like bacteria andtpzoans of genera
Perkinsus Nematopsis, Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocaana
Steinhausia The hypertrophy caused by viruses and bacteriee we
detected in oysters from SC aRdrkinsusonly detected in oyster from
CE. The metazoans observed were polychaRtdgdora Urastoma
Tylocephalum copepods of genu8seudomyicolaand, in oysters from
CE, digenetic larvae. The pathogens were not assacio significant
damage in oysters tissues, in SC and CE. The syfi@m CE were
diagnosed withPerkinsussp. (5.8% in 2008 and 5.1% in 2009). PCR
with specific primers followed by sequencing comiéd the occurrence
of the genu®erkinsusbut it was not possible to confirm the species.

Key words: 1.Perkinsussp.; 2.Crassostrea 3. Histopathology; 4.
oysters
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Capitulo I. Introducéo Geral
1. Histdrico e identificacao do problema

No Brasil, a pratica de cultivo de moluscos é rezaquando
comparada a outros paises. Somente na décadaédguelas pesquisas
na area de cultivo de moluscos se iniciaram enrshgepartes do pais.
Atualmente, no Brasil os moluscos mais cultivadae ® mexilhdo
Perna pernaBivalvia: Mytilidae), a ostra japone€rassostrea gigae
a vieiraNodipecten nodosu@ivalvia: Pectinidae), sendo o Estado de
Santa Catarina responséavel por 95% da producaonscicom uma
producdo total de 12.462 toneladas comercializaatas 2009 (dos
SANTOS et al 2010).

A ostra japones&. gigasfoi introduzida no Brasil em 1974
através do Instituto de Pesquisas da Marinha eno Gaio — RJ e
posteriormente (1987) no Estado de Santa Catasserajo atualmente
considerada um recurso de grande importancia smiéeica para o
Estado. Ja a ostra nativ@rassostrea rhizophorae& cultivada em
pequena escala em algumas regides brasileiragindolo nordeste. Por
ser uma ostra que habita regides estuarinas, Mmudubs manguezais,
apresenta um grande potencial para expansao dacamd

E importante ressaltar, que apesar da aquicultprasentar
grande importancia socioecondmica em muitos paisefjiindo o
Brasil, essa atividade ao longo dos anos é tamisésmonsavel pelo
transporte de espécies entre e dentro dos paisesntando o risco de
introducdo de enfermidades e consequentemente,dacée das
populacdes de moluscos cultivadas bem como trazeizdos de
contaminacdo das espécies silvestres (MAGALHAESERREIRA,
2006).

Desde o final dos anos 70 o cultivo de moluscosnouodo é
afetado por vérias epizootias, sendo a transfex@hecimoluscos vivos a
principal causa para o surgimento das enfermidéBERTHE, 2001).
O mesmo fato foi notificado pela Organizacdo Muhgiara Saude
Animal quando relatou que as enfermidades s&o meapeis por
severos impactos no desenvolvimento socioecondreito muitos
paises, por causa do transporte de moluscos cortdos para areas
livres de patdgenos (OIE, 2006).

Apesar do grande risco que 0s patdgenos represgraemas
populagBes de moluscos dos estoques aturais eadas, o estudo de
enfermidades em moluscos marinhos no Brasil é sscasrecente
guando comparado a outras partes do mundo, onglesggisas na area



22

de patologia de moluscos explorados comercialmgittede longa data
(BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994). Portanto, é nes@® 0
desenvolvimento de programas de monitoramento dagads para um
melhor conhecimento dos patégenos que afetam aslgudes de
moluscos bivalves, visando a tomada de medidasiEobe sanitario
adequadas para evitar surtos de enfermidades.

A seguir sdo descritos alguns patégenos de molusgistrados
no mundo e no Brasil.

1.1. Virus

Virus pertencentes a diferentes familias tém causiaéncas e
até mortalidades em diferentes bivalves em todoundm. Os mais
importantes sdo os pertencentes as familias Indag, Herpesviridae,
Papovaviridae, Togaviridae, Retroviridae, Birnalag, Reoviridae e
Picornaviridae (RENAULT e NOVOA, 2004). Ainda, odrus das
familias Papillomaviridae e Polyomarviridae afetams moluscos
bivalves causando a enfermidade conhecida como rtkifia
Gametocitica Viral (VGHYiral gametocytic hypertrophyBOWER et
al. 1994). O primeiro relato de VGH foi realizadar ffrarley (1976) em
ostrasCrassostrea virginicacoletadas em 1973 nos Estados Unidos e
sabe-se que atualmente esta enfermidade afeta Gsfissostrea gigas
e C. rhizophorag(BOWER et al. 1994). Além das ostras, a VGH foi
detectada em varios moluscos bivalves de variosepaCHOI et al.
2004; WINSTEAD et al. 2004; GARCIA et al. 2006; MERS et al.
2009), e seu principal efeito é a hipertrofia damgtas do hospedeiro
(BOWER et al. 1994). No Brasil, a hipertrofia gaouética viral foi
detectada com prevaléncia média de até 4%Cengigas de Santa
Catarina (PONTINHA, 2009).

1.2. Bactérias

As bactérias do tipo rickettsia e clamidias saoagtas
intracelulares obrigatorios que infectam as célulgsteliais das
br&nquias e glandula digestiva de uma ampla vateedke moluscos
bivalves, geralmente em baixa intensidade e n&mw es{sociadas com
doencas (BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994). No entant
guando em elevadas intensidades de infeccdo forssuciadas a
episédios de mortalidade em moluscos do Estado himdeR Island
(EUA) e da Galicia (Espanha) (GULKA; CHANG; MARTIL983;
VILLALBA et al., 1999).
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Na década de 90 um fenbmeno conhecido em outresgpedmo
Mortalidade em Massa de Verdo (MMV) da osBeassostrea gigas
ocorreu pela primeira vez na llha de Santa Catai$@ e causou
mortalidades de 89,5%. A MMV foi associada as akagperaturas da
agua do mar, assim como ao estresse pos-desolvaz dgpresenca de
bactérias pertencentes ao géndozardia(SILVEIRA Jr., 1997; POLI,
2004). No entanto, a maior parte dos estudos eshlz a este respeito
nao permitiu relacionar a MMV a nenhum patégenceeifigco, sendo
principalmente a reproducdo um dos fatores chavea pa
desencadeamento da suscetibilidade a MMV (SAMAIN.eR007).

Recentemente, bactérias do tipo rickettsia forasetadas nas
ostras japonesa€. gigas de cultivos comerciais em Floriandpolis
(PONTINHA, 2009) e posteriormente e@rassostrea rhizophorade
costdo eC. gigasde cultivo em Florianopolis (da SILVA et al., 20,10
porém sem causar enfermidade. Estas bactérias foegistradas
também em outros moluscos bivalves, como no besbiga
Anomalocardia brasilianaBivalvia: Veneridae) do Estuario do Rio
Pacoti, no Estado do Ceard (FERREIRA et al., 2Q@8akcentemente,
no mexilhdoMytella guyanensigBivalvia: Mytilidae) do Estuario do
Rio Cachoeira, Ilhéus, BA (BOEHS et al., 2010). Bemhum destes
casos houve danos graves ao hospedeiro.

1.3. Fungos

Uma das espécies de fungo que afeta os bivalvemtmar
refere-se a espéci@stracoblabe implexaNa Franca, a enfermidade
causada por esse fungo é conhecida por doen¢andaagcalo pé ou da
charneira e foi relatada na ostra pl@wetrea edulio oeste da Europa
(LAUCKNER, 1983), sendo inclusive responsavel poortalidades
massivas desta espécie na Franca, Holanda e ngléf¢GUERAS e
VILLALBA, 1988). A doenca da concha foi documentgolra varias
espécies de moluscos e recentemente foi tambémtdemm C. gigas
cultivada no Mar Negro (PIRKOVA e DEMENKO, 2008).

No Brasil, a enfermidade do pé foi observada pélagira vez
no ano 2000 er@. gigascultivada na llha de Santa Catarina (Silveira Jr.
et al., 2000). Posteriormente, um fungo com carstizas semelhantes
as pertencentes ao géné@stracoblabdoi registrado formando nédulos
de conchiolina na regido de inser¢do do muscultoadudificultando o
fechamento das valvas d€. rhizophorae e C. gigas ambas,
provenientes de cultivos comerciais na Praia ddaPdm Sambaqui, na
llha de Santa Catarina (SABRY e MAGALHAES, 2005).pfesenca
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desse fungo nas ostras tem ocorrido com baixa |preia e até o
presente estudo a espécie que infecta as ostnegida sul pais ainda
nao foi identificada.

1.4. Protozoarios

Os protozoarios estdo entre 0os mais importantesggads de
moluscos (LAUCKNER, 1983; vide edicdquatic Living Resources
2004), principalmente os considerados de declarabfigatéria pela
Organizacdo Mundial para Saude Animal — OIE, ossqiéen causado
grandes prejuizos econdmicos em diversos paises. oApresente
momento ndo hé relato desse tipo de ocorrénciaasil B

Nematops sp. (Apicomplexa: Eugregarinida) infecta os
bivalves marinhos, utilizando-os como hospedeimtgrimediarios
(AZEVEDO e CACHOLA, 1992; CARBALLAL et al., 2001)Na
maioria dos casos de infeccdo péematopsisndo sdo observados
danos significativos no hospedeiro (BOWER; MCGLADRDE
PRICE, 1994; WINSTEAD; VOLETY; TOLLEY, 2004). No &nto,
na década de 90 estes patdgenos foram associadodaidades do
bivalve Cerastodermaedule (Bivalvia: Cardiidae) em Portugal
(AZEVEDO e CACHOLA, 1992).

No Brasil, Nematopsissp. foi registrado em varios moluscos
bivalves de diferentes regides. Em ostiematopsisp. foi detectado
em Crassostrearhizophoraedos estoques naturais de alguns estuarios
sendo eles: Jacuruna, BA (NASCIMENTO et al., 1988); Jaguaribe,
CE (SABRY; GESTEIRA; BOEHS, 2007); Rio CachoeiraA B
(BOEHS; LENZ; VILLALBA, 2008); Rio Pacoti, CE (ROM@ et al.,
2010) e recentemente e@ rhizophoraede costbes localizados nas
Baias Norte e Sul da llha de Santa Catarina (d&/&lét al., 2010).
Em ambientes de cultivodlematopsisp. foi identificado em ostras
C. rhizophoraee em C. gigas nessa Uultima regido (SABRY e
MAGALHAES, 2005).

Em mexilh6esNematopsis mytelloi detectado no marisco-do-
mange Mytella guyanensisde ambiente natural no Amazonas
(AZEVEDO e MATOS, 1999)Nematopsisp. também foi observado
infectandoPerna pernaproveniente de cultivo no Rio de Janeiro, RJ
(LIMA; ABREU; MESQUITA, 2001); emMytella falcatado Estuéario
do Rio Jaguaribe, CE (SABRY et al., 2008, guyanensislo Estuario
do Rio Cachoeira, BA (PINTO e BOEHS, 2008) e tamieén®. perna
cultivada em Serraria, SC (da SILVA et al., 2010).
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Vale ressaltar, que também existem registrodleimatopsisp.
em Anomalocardia brasiliana (Bivalvia: Veneridae) de SC
(MAGALHAES; MATOS; AZEVEDO, 2002); Tagelus plebeius
(Bivalvia: Psammobiidae) (SANTOS, BOEHS; CEUTA, 2Zp0Oe
recentemente erA. brasilianada regido estuarina do Rio Cachoeira,
BA (BOEHS et al., 2010). Apesar de na maioria demesNematopsis
ter sido detectado em elevadas prevaléncias, asidtele de infeccdo
nos tecidos dos bivalves € geralmente baixa. Aieda,nenhum dos
estudos, realizados no Brasil, os autores fizer@mcio a mortalidades
associadas a presenca desse patdogeno. No ent@sfmalpos labiais de
alguns exemplares ddytella guyanensisia BA, altamente infectados
com Nematopsisfoi observada a destruicdo do tecido conjuntivo
(CEUTA, 2010).

Outros protozoarios também foram observados emsoaduda
costa brasileira, entre elebrichodinasp. (Ciliophora: Trichodinidae),
Ancistrocoma sp. (Ciliophora: Ancistrocomidae)Sphenophryasp.
(Ciliophora: Sphenophryidae)Steinhausiasp. (Microspora).

Trichodina quando em elevada intensidade de infeccdo causa
lesBes nas branquias dos moluscos e pode intemferiuncionamento
normal desse érgdo (LAUCKNER, 1983; FIGUERAS e VALBA,
1988). Trichodina sp. foi detectado em ostr&rassostrea gigasle
cultivo em SC (SABRY e MAGALHAES, 2005; PONTINHAQQY; da
SILVA et al., 2010) e er@rassostrea rhizophorage estoque natural da
Baia de Camamu, BA (BOEHS, LENZ; VILLALBA, 2008).nE
venerideosTrichodinasp. foi observado erA. brasilianade estoques
naturais (BOEHS e MAGALHAES, 2004; da SILVA et &010). Em
todos os casos de parasitismo por tricodinideosmtensidade de
infeccao foi considerada baixa e ndo causou dawbha@spedeiros.

Os ciliados dos géneradSphenophrya e Ancistroconf@odem
ocorrer em varios bivalves marinhos, incluindo agiespécies de ostras,
sem causar mortalidade (LAUCKNER, 1983; BOWER;
MCGLADDERY; PRICE, 1994; WINSTEAD; VOLETY; TOLLEY,
2004). No entanto, em ostras, a hipertrofia daslagle do seu nlcleo,
pode formar tumores denominados xenomas (BOWER;
MCGLADDERY; PRICE, 1994).Sphenophryasp. foi registrado em
Crassostrea rhizophoraeda Baia de Todos os Santos, BA
(NASCIMENTO et al., 1986) e posteriormente €ngigascultivada
em Santa Catarina (PONTINHA, 2009) sem causar merdfaito sobre
0 hospedeiro. Ert. rhizophoraeda Baia de Camamu, BA, este ciliado
causou a formacdo de xenomas no epitélio das hegm@ontudo, ndo
resultou em mortalidade dos animais (BOEHS; LENZLDALBA,
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2009). Ancistrocomasp. foi detectado enCrassostrea rhizophorae
(NASCIMENTO et al., 1986) e recentemente €rassostrea gigas
cultivada em SC (PONTINHA, 2009).

Protozoarios do génerBteinhausiainfectam o citoplasma dos
ovocitos dos moluscos promovendo uma resposta desaledo
hospedeiro evidenciada por uma forte infiltracdo klemdcitos
(BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994; GREEN et al., 2008lo
Brasil, este patdgeno ja foi observado é&ytella guyanensisdo
Estuario do Rio Amazonas (MATOS; MATOS; AZEVEDO,0&) e em
C. gigas(PONTINHA, 2009),Anomalocardia brasiliangda SILVA et
al., 2010) e no mexilhdBrachidontes solisianude SC (PONTINHA et
al., 2010). Todos os relatos desse patdogeno aténeento ndo citam
danos ao processo de gametogénese nos molusaiadofe

1.5. Metazoarios

Entre os metazoarios, o trematédeo digenético doergé
Bucephalus (Digenea: Bucephalidae) utiliza os moluscos como
hospedeiro intermediario e os peixes como hospedeiermediario e
definitivo (CHENG, 1978). Nos mitilideos, a enfedaile causada por
Bucephalusé conhecida como bucefalose ou “doenca laranjais p
confere coloracdo laranja ao manto e aos tecidestados (UMIJI;
LUNETA; LEONEL, 1976). Este parasita quando sealasha gbnada
do molusco pode causar danos significativos, levaadtastracdo do
hospedeiro (LAUCKNER, 1983; MAGALHAES, 1998).

O parasitismo poBucephalusp. ja foi observado em mexilhées,
berbigbes e raramente em ostras de diferentesesegid pais. O
trematodaBucephalussp. foi detectado no mexilhdderna perna
cultivado no Rio de Janeiro, RJ (LIMA; ABREU; MES@¥, 2001),
em SC (SILVA; MAGALHAES; BARRACCO, 2002; da COSTA,
2007; LEITE, 2007; COCHOA e MAGALHAES, 2008; FERR& et
al., 2008b); na Baia de Santos e na Praia do GURWGALVAO et
al., 2006), emM. guyanensisno Estuario do Rio Cachoeira, BA
(BOEHS et al.,, 2010) e Baia de Camamu, BA (CEUTBA1®. E
importante ressaltar que a espécie de bucefalideo igfesta os
mexilhdes em Santa Catarina foi recentemente it como sendo
Bucephalus margarita@ARCHIORI; MAGALHAES; PEREIRA Jr.,
2010). Em berbigbed\. brasiliana, trematdédeos bucefalideos foram
registrados nos estuarios do Rio Jaguaribe e RiotP&€E (ARAUJO e
ROCHA-BARREIRA, 2004; FERREIRA et al., 2008a) eEstuario do
Rio Cachoeira, BA (BOEHS et al., 2010) e em ostradivas



27

Crassostrea rhizophoraedo Estuario do Rio Jacuruna, BA
(NASCIMENTO et al, 1986) e Baia de Camamu, BA (BOEHS; LENZ;
VILLALBA, 2008) e também do estuario do Rio Pag®DMAO et al.,
2010).

Metazoarios do género Tylocephalum (Cestoda:
Lecanicephalidea) parasitam bivalves marinhos,uindb ostras em
varias partes do mundo, principalmente as perté@seao género
Crassostreae as ostras perliferas (LAUCKNER, 1983). A infeétac
por esse metazoario € acompanhada por infiltragidaindcitos e
encapsulamento do parasita (SINDERMANN, 1970; LAWNER,
1983). Larvas d@ylocephalunforam registradas ef@rassostrea gigas
e C. rhizophorae cultivadas em Santa Catarina (SABRY e
MAGALHAES, 2005);C. rhizophoraedos estuarios dos Rios Jaguaribe
(SABRY; GESTEIRA; BOEHS, 2007) e Pacoti, CE (ROMADal.,
2010); em mexilhdeblytella guyanensida Baia de Camamu (CEUTA,
2010) ePerna pernacultivada em Serraria, SC (da SILVA et al., 2010).
Tylocephalumtambém foi registrado efinomalocardia brasilianale
SC (BOEHS e MAGALHAES, 2004¢ do Estuéario do Rio Cachoeira,
BA (BOEHS et al., 2010).

E importante ressaltar que nenhum dos patégenosaiiados é
de declaracdo obrigatéria a Organizacdo Mundiah |Satide Animal
(OIE) e que no Brasil até o presente momento néanfassociados a
mortalidades nos moluscos estudados.

1.6. Enfermidades de declaracdo obrigatoria & OIE

A Organizac¢do Mundial para Saude Animal — OIE emcsrligo
que trata da saude para animais aquaticos, listeo quatégenos de
declaracdo obrigatéria de moluscos os seguintetozmérios: Filo
Haplosporidia: Bonamia ostreaee B. exitiosa Filo Paramyxea:
Marteilia refringens Filo PerkinsozoaPerkinsus marinug P. olsenj
além da bactériXenohaliotis californiensi® do virus de tipo Herpes
que infecta abalones.

Entre os protozoarios, os pertencentes ao géRemlinsus
ocorrem em diversos moluscos, entre eles gastrép(almlones) e
principalmente bivalves, levando muitas vezes aafidades massivas
gerando grandes perdas econ6micas (VILLALBA et24104; CHOI e
PARK, 2010). Um dos exemplos principais €erkinsus marinusque
afeta a ostra americar@rassostrea virginicalesde 1940 (KAROLUS
et al., 2000).
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No Brasil até o presente momento o Unico trabalbhe fipi

realizado utilizando técnicas confirmatorias pagtedcdo déerkinsus

em ostras foi feito por Nascimento et al. (1986% @utores néo
encontraranPerkinsusem ostragCrassostrea rhizophoraga regido da
Baia de Todos os Santos, Bahia. Desta forma, osrcesf para
realizacdo do presente estudo foram voltados parwestigacdo da
ocorréncia dd”erkinsuslevando-se em consideragao os riscos que este
protozoario representa para as populacbes de mslud®E ambientes
naturais e cultivados.

1.7. Conhecimento sobre a Perkinsiose

A Perkinsiose, doenca causada por representangotbzodrio
do génerdPerkinsudoi identificada pela primeira vez em populacdes d
ostrasCrassostrea virginicana Louisiana, costa atlantica dos Estados
Unidos em 1940. Primeiramente se pensava que eréungo e foi
denominado deDermocystidium marinumpor isso essa doenca é
também conhecida como Dermo (MACKIN; OWEN; COLLIEE50)

e posteriormente o protozoario foi descrito cdPeokinsus marinupor
Levine em 1987.

Atualmente existem sete espécies descritas pentescao género
Perkinsus,sendo elasP. marinus que infecta a ostra americana
C. virginica P. olseni(= P. atlanticu$ que infecta varias espécies
de moluscosP. qugwadique infecta a vieirdPatinopecten yessoensis
P. chesapeak{= andrews) que infecta o berbigdMya arenariae
outros bivalvesP. mediterraneusgjue infecta a ostra plastrea edulis
(VILLALBA et al., 2004); P. honshuensigjue infecta o berbigéo
Ruditapes philippinarunno Japdo (DUNGAN e REECE, 2006) e
Perkinsus beihaiensigjue infectaasostrasCrassostrea hongkongensis
e Crassostrea ariakensido sul da China (MOSS et al., 2008). Entre
essas espécies (Rerkinsus somenteP. marinuse P. olsenisdo de
declaracao obrigatéria pela Organizacdo Mundiah @aide Animal
(OIE).

O protozoério Perkinsus marinusé encontrado na Baia de
Delaware, Baia de Chesapeake e Golfo do México,(@UB9). Em
ostras,P. marinustem como hospedeiro€. virginica C. ariakensise
Crassostrea gigas (BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994;
BERTHE, 2001; VILLALBA et al., 2004; OIE, 2009). tesprotozoario
foi responsavel por significativas mortalidades mpulacdes de ostras
cultivadas em Massachusetts, EUA, durante os mesesverao
(SMOLOWITZ e FORD, 1998). Dittman et al. (2001)Jataram que
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este patdégeno foi responsavel por grandes montgsdae que
possivelmente pode também causar efeitos subletdetando o
crescimento e a reproducdo do hospedeferkinus marinusfoi
também registrada no bival\ercenaria mercenariaa Flérida, com
prevaléncia de 47 a 50% (MCCOY, 2005). Bushek et(2002)
observaram queCrassostrea rhizophoraglo Caribe é suscetivel a
Perkinsus marinusPosteriormente?. marinusfoi detectada infectando
a ostra Crassostrea virginicano Golfo do México (GULLIAN-
KLANIAN et al., 2008).

Perkinsus olseniocorre na Australia, Nova Zelandia, Coreia,
Japao, Kuwait, Portugal, Espanha, Franca, ltalizriguai (BOWER;
MCGLADDERY; PRICE, 1994) e possui um grande espeale
moluscos hospedeiros (VILLALBA et al., 2004; OIB0D).

O primeiro registro dd®. olsenifoi no abaloneHaliotis rubra
(LESTER e DAVIS, 1981). Posteriormente, foram detdas
mortalidades enialiotis laevigata,também na Australia (ROBLEDO;
COSS; VASTA, 2000), no veneridéuditapes decussatasn Portugal
(AZEVEDO, 1989) e enRuditapes philippinarurma Coreia do Sul
(OIE, 2006). A partir daP. olsenifoi detectada em diversas espécies de
moluscos bivalves, entre eld&tar rostratado Uruguai (CREMONTE;
BALSEIRO; FIGUERAS, 2005); no bivalvR. philippinarumda Italia
(ABOLLO et al., 2006); no berbig&erotothaca jedoensida Coreia do
Sul (PARK et al., 2006)Austrovenus stutchburnda Nova Zelandia
(DUNGAN et al., 2007) e enfridacna crocealo Vietnd (SHEPPARD
e PHILLIPS, 2008). Mais recentement®, olseni foi registrada
infectando R. decussatusem aguas do Mediterraneo espanhol
(ELANDALOUSSI et al., 2009).

O fato deP. olseniter sido identificada eni. rostrata do
Uruguai contribuiu para incentivar a realizacdosdesstudo sobre a
ocorréncia deéPerkinsussp. nos bivalves da costa brasileira, tendo em
vista que esta espécie de molusco também ocorigrasl tendo sua
distribuicdo geogréfica do Rio de Janeiro até o ®mande do Sul
(RIOS, 1994).

1.7.1. Aspectos da sintomatologia em animais infactos por
Perkinsus.

Alguns dos sinais da infec¢cdo pBerkinsus marinusia ostra
Crassostrea virginicasdo aparéncia pélida da glandula digestiva,
retracdo do manto, além do retardo no desenvoltondas gonadas,
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abertura da conchadping e reducéo do indice de condicao (BERTHE,
2001; BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994).

Ja& com respeito #erkinsus olseniinfeccdo avancada pode
causar a formacao de pustulas nas branquigudigapes decussates
R. philippinarum(AZEVEDO, 1989) as quais nos abalohésiotis rubra
e H. laevigatapodem chegar a mais de 8 mm de diametro, ocormemdo
pé e manto, reduzindo seu valor de mercado (BOWER,;
MCGLADDERY; PRICE, 1994)Perkinsus olsentausa nestes ultimos
a destruicdo do tecido conjuntivo e das célulasekgis dos tubulos
digestivos.

Através das analises histopatoldgicas, os trofozalePerkinsus
podem ser observados no tecido conjuntivo de véngaos (BOWER,;
MCGLADDERY; PRICE, 1994). Os trofozoitos apresentarfologia
tipica circular com um vacuolo excéntrico ocupand@ grande area do
citoplasma e um nucleo excéntrico com um nucléaloeminente
(VILLALBA et al., 2004).

1.7.2. Transmissao e ciclo de vida d@erkinsus spp.

O ciclo de vida do géner®erkinsis inclui trés formas do
parasito: trofozoitos, hipndsporas zodsporos. Os trofozoitos séo
células esféricas contendo um grande vacuolo quesomais da metade
do volume da célula e ocorrem intracelularmentées@o conjuntivo e
epitélios do hospedeiro. Os trofozoitos quando mmsdgpassam por
sucessivas divisbes binarias (palintomia) envoleendclos de
cariocinese e citocinese resultando na formaca@, de a 32 células
dentro do envoltério celular original, com aspcette roseta
(VILLALBA et al., 2004) (Fig. 1A). Sua proliferacdesta associada, em
alguns casos, as altas temperaturas de verdo émague 2€C)
(BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994). Quando os troféms séo
incubados em meio liquido de tioglicolato, aumentden tamanho,
desenvolvem uma parede espessa e inicia-se umafas®e/aonhecida
por hipnésporo (RAY, 1952) (Fig. 1B). Quando os nidigporos
produzidos séo transferidos para a agua do maraisé a esporulacéo
onde ocorrem sucessivas cariocineses e citocinésesando-se
inimeros zodsporos dentro da célula original (PEFRKI1996) (Figura
1C). Os zodsporos elipsoidais biflagelados deixanzoosporangio
através de um tubo de descarga o qual aparece catmehipnésporo
antes de qualquer divisdo celular ter ocorrido (XEBO, 1989). De
acordo com Perkins (1996), os hipnésporos sdo me@s dos
zoosporangios e, portanto, tém sido referidos cpréezoosporangios.
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O mecanismo de transmissao do patdgeno é diretoosiedeiro para
hospedeiro e todos os estagios de vida sédo indscfiiLLALBA et al.,
2004; OIE, 2009).
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multiplication stage

trophzoite Proliferative stage

Infectious stage
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Figura 1. Ciclo de vida dePerkinsus olseniparasitando o bivalve
Ruditapes philippinarunfig. 1a Trofozoitos no tecido do hospedeiFag. 1b.
Hipnésporo apds incubagcdo em meio de tioglicolgtg. 1c Zodsporo apds
transferéncia para agua do mar filtrada (modificdel€HOI et al., 2010).

2. Justificativa

Nas ultimas décadas, a aquicultura tem sido unernaliva
viavel para suprir, em parte, a caréncia de alio®ento entanto, ao
longo de seu desenvolvimento, as atividades a@sicale um modo
geral sdo afetadas por um grande nimero de e@gpats quais tém
trazido graves prejuizos econémicos em diversasgpeo mundo (OIE,
20009).

Entre as praticas aquicolas, o cultivo de molusees se
intensificando e as enfermidades estdo entre asefatque podem
causar mortalidades nas populagfes naturais e/tivadas. Nos
Ultimos anos, pesquisas relacionadas a patologibivdéves da costa
brasileira vém sendo feitas principalmente devidoceescimento dos
cultivos e sua importancia econdmica (BOEHS e MAGAES, 2004;
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SABRY e MAGALHAES, 2005; SABRY et al., 2007; SABR#t al.,
2009; BOEHS et al., 2009 e 2010; da SILVA et ab02 SUAREZ-
MORALES et al., 2010).

No Brasil, a ostreicultura apesar de ser uma atiled
relativamente nova apresenta aumento a cada anotuddo as
pesquisas sobre patologia de moluscos ainda sgwemies. Portanto,
h& a necessidade de investir em pesquisas nessgara conhecer 0s
potenciais patdgenos presentes na regido que poessuttar em
mortalidades em ambientes natural e de cultivomAdiisto, a falta de
informacdes sobre patégenos nos moluscos podebilizéa a sua
exportagdo e assim prejudicar o desenvolvimentomdéacocultura
brasileira. O monitoramento frequente da saudammascos, tanto em
estoques naturais como em cultivos é primordiah gardeteccdo de
patégenos e também para a adocdo de estratégiasntiele das
enfermidades.

Pelo fato dePerkinsusser um género com dois representantes
listados pela Organizacdo Mundial de Saude Ani®3#E)Y um estudo
focalizado neste protozoério torna-se fundamemtahbém contribui o
fato deste patdgeno ter sido registrado no GolfoMfixico e no
Uruguai.

O projeto proposto ira contribuir para o conhecitoenle
parasitoses ainda desconhecidas que podem afetappadacdes de
ostras do litoral brasileiro. Além disso, o diagicisde patdégenos de
declaracao obrigatdria em moluscos € importanta paetor produtivo,
tendo em vista que a OIE classifica os moluscasdide patdogenos de
declaracao obrigatdria, aptos para exportacdo pateas zonas de
producao.

Pelo fato de n&o ter havido um monitoramento derénoia de
Perkinsusnos moluscos da costa do Brasil, a realizacadagmasticos
segundo padrdes internacionais ira trazer realemmento sobre essa
enfermidade em ostras do litoral brasileiro e ingil@ar em tomada de
medidas preventivas. Vale salientar que esse eptrmatira a detecgao
de outros patégenos que venham a ocorrer nos anastaidados.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento das enfermidadesagometem
as ostraLrassostrea rhizophorae C. gigasda Illha de Santa Catarina,
SC e deC. rhizophoraedo Estuéario do Rio Pacoti, CE, com énfase em
Perkinsus

3.2. Objetivos especificos

3.2.1.Investigar as patologias na osBeassostrea gigade cultivo e de
C. rhizophoraale estoque natural da llha de Santa Catarina — SC;

3.2.2. Investigar as patologias na ost@aassostrea rhizophoraelo
Estuario do Rio Pacoti — CE;

3.2.3.Padronizar a técnica de RFTphra deteccdo do protozodrio do
génerdPerkinsusem ostras de Santa Catarina e Ceara.
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CAPITULO Il — Estudo patolégico de ostrasCrassostrea gigas de
cultivo e C. rhizophorae de estoque natural da llha de Santa
Catarina, SC, Brasil.

O artigo serd enviado para publicagdo no periddicdAquaculture,
tendo sido redigido segundo as normas da referidavista cientifica.
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RESUMO

O presente trabalho faz um relato dos patégenosrgraxdos na
ostra japonesaCrassostrea gigascultivada e ostra-de-mangue
Crassostrea rhizophorage populacdes naturais de dois locais, Sambaqui
(27°29'18" S, 48°32'1" W) e Ribeirdo da llha 281" S, 48°34'6" W)

da llha de Santa Catarina, Brasil. As ostras faraletadas em marcgo de
2008 e abril de 2009, sendo 150 por local, anadic@o (costéo e cultivo).
Para o estudo patoldgico, as técnicas utilizadagfoexame macroscopico,
histologia e o cultivo de tecidos em meio liquidilicolato especifico
para Perkinsus Os resultados mostraram: a presenca de poliqueta
Polydorasp., com prevaléncias altas (até 100%)&rgigas hipertrofia
gamética emC. rhizophoraedo Ribeirdo da llha €C. gigas do
Sambaqui e Ribeirao da llha com prevaléncias bd&86); bactérias

do tipo rickettsia, com maiqgorevaléncia enC. gigas(30%) do que

em C. rhizophoraecausando alteracdo no epitélio do estbmago. Nao fo
detectada a presencaPRerkinsusem nenhuma amostra de ostra analisada
de nenhuma localidade. Ciliados do géniiohodinaforam observados
entre as lamelas branquiais, tubulos digestivateddas as branquias das
ostras do Ribeirdo da llha, com maior prevaléncieG rhizophorae
(50%) e sem causar lesdo. Protozoarios do $pbenophryaforam
encontrados nas branquias @egigase C. rhizophorae sendo a maior
prevaléncia en€. gigasdo Sambaqui (70%) ndo causando alteracbes nas
branquias. Protozodarios do génekacistrocomaforam detectados nos
tibulos digestivos d€. gigas(36,7%) e entC. rhizophorae(40%) do
Sambaqui, em baixa intensidade e sem causar danos aparentes.
Microsporideos do tip&teinhausidoram observados no citoplasma dos
ovocitos deC. rhizophoraee C. gigascom prevaléncias de até 33,3%. A
intensidade de infeccdo nos animais foi baixa, ep@nas uma ostra
apresentando mais de 50 ovdcitos infectados. @sasstos do patdbgeno
causaram alteracdo na estrutura normal do citoplados ovdcitos.
Protozoarios do génerdNematopsis foram observados no tecido
conjuntivo das branquias e manto com prevaléntéasdas (até 100 %)

em C. rhizophoraedo Sambaqui, sem resposta de defesa do hospedeiro.
Os metazoérios observados foram: turbelarios do tijsastoma
metacestdide do génerbylocephalume copépode possivelmente do
género Pseudomiycola,todos em baixa prevaléncidNenhuma das
ocorréncias patologicas encontradas parece caasas dignificativos
nas ostras, uma vez que foram encontrados em bae@sidade. No
entanto, pela grande importancia socioecondmica a@giemoluscos
representam para o Estado de Santa Catarina és@retanter o
monitoramento do estado de salude destas populacdes.

Palavras chave: ostras, ostreicultura, patégersisphtologia.
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1. Introdugéo

O Estado de Santa Catarina € o maior produtor |biraside
moluscos, contribuindo com 95% da producdo nacjors&ndo
representado pelo cultivo do mexilhdBerna perna (Bivalvia:
Mytilidae), a ostra japones@rassostrea gigagBivalvia: Ostreidae) e a
vieira Nodipecten nodosugBivalvia: Pectinidae), que ja estd sendo
cultivada comercialmente no Estado. No entantoydest sobre as
doencas nesses bivalves ainda sdo escassos quamglarados a outras
partes do mundo, onde as patologias de moluscodoradps
comercialmente sdo bem conhecidas (Bower et a#1)18® nos ultimos
anos, as pesquisas sobre o estado de saude deewivaarinhos da
costa brasileira vém sendo intensificadas (da ®itval. 2002; Boehs e
Magalhaes, 2004; Sabry e Magalhées, 2005; Salaly 2007; Boehs et
al. 2009, Suérez-Morales et al. 2010) devido ppiglohente a expansao
dos cultivos.

A mortalidade em massa de verdo da ostra japorksgidas
cultivada em Santa Catarina foi registrada pelangira vez em
dezembro de 1987. No verdo de 89/90 a mortalidadesthio alcangou
89,5% (Silveira Jr., 1997). O fenbmeno foi assawiab estresse
causado pelo periodo reprodutivo, elevadas tempemstda agua e
talvez a presenca de bactérias do géhercardia (Silveira Jr., 1997).
As bactérias, assim como os virus, quando em edsvamdensidades
podem causar mortalidades em moluscos (Gulka &08B; Villalba et
al. 1999; Paillard et al. 2004; Renault e Novo@4Pmas nao o fazem
em baixas intensidades (Carballal et al. 2001; Gréenet al. 2005).

Os Protozoérios s&o importantes patdgenos podeadsarc
mortalidade em varias espécies de moluscos enotoaando.

Com relacdo aos protozodriddematopsisspp. (Apicomplexa:
Porosporidae) utilizam bivalves marinhos como hdspes
intermediarios (Azevedo e Cachola, 1992; Carbalial. 2001) mas ha
controvérsias quanto a sua patogenicidade (Lauckr&83).
Nematopsissp. foi descrito em ostra€. gigas e C. rhizophorae
cultivadas na Praia da Ponta do Sambaqui, llha algaSCatarina
(Brasil) (Sabry e Magalhdes, 2005)Trichodina (Ciliophora:
Trichodinidae) pode causar a destruicdo dos filaoseranquiais e
comprometer o ganho de peso dos animais (Figuexakatba, 1988;
Bower et al. 1994)Trichodina sp. foi observada er@. rhizophorae
(Sabry e Magalhdes, 2005) e émomalocardia brasiliangBivalvia:
Veneridae) da lha de Santa Catarina (Boehs e Mags|2004), mas
sem causar danos sérios aos hospedeiros. Recetdgrmpara ostras
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dessa regido foram registrados 0s protozoarios déseros

Sphenophrya, AncistrocomgCiliophora) e Steinhausia(Microspora)

(Pontinha, 2009; da Silva et al. 201®phenophryapode causar
hipertrofia celular no hospedeiro e formar tumomsnominados

xenomas (Winstead et al. 2004; Boehs et al. 20B8)ém, ndo ha
registros de mortalidade associada a infeccdo @b eatdgeno
(Lauckner, 1983; Bower et al. 1994; Winstead e2@04). Infeccao por
Ancistrocomaambém nédo tem sido associada a patologias (Bdvedr e
1994). No caso de parasitismo pSteinhausia(microsporidio que

infecta o citoplasma dos ovécitos), € observaded®anunolédgica ou
inflamatéria pelo hospedeiro, caracterizada pelansa infiltracdo de
hemécitos (Green et al. 2008pteinhausiaja foi detectado em
populacBes de&erastoderma eduléBivalvia: Cardiidae) da costa da
Galicia, Espanha sem causar danos patoldgicosfisaivios nos

animais infectados (Carballal et al. 2001).

Metazoarios do género Tylocephalum (Cestoda:
Tetragonocephalidae) foram observados em baixasalpreias e
intensidades de infestacdo €@rassostrea gigagSabry e Magalhdes,
2005) e emAnomalocardia brasilianala llha de Santa Catarina (Boehs
e Magalhaes, 2004). O turbelativastoma cyprinadoi registrado em
mexilhdes Mytilus galloprovincialis do Mar Negro (Murina e
Solonchenko, 1991) e da Espanha (Robledo et at) E989mMytilus edulis
de Portugal (dos Santos e Coimbra, 1995) causadwas alteracoes
nas branquias; Poliquetas do génBadydora (Polychaeta: Spionidae)
sdo comumente encontrados na ostra japdDeg@as(lbbotson, 2002;
Sabry e Magalhdes, 2005; Pontinha, 2009; da Sitval.e 2010)
cultivada e em outros bivalves como o mexilR&ona perngda Costa,
2007)e Anomalocardia brasiliangBoehs e Magalhdes, 2004) da llha
de Santa Catarina. Entre os copépodeseudomyicola spinosus
(Copepoda: Myicolidae@ comumente encontrada em bivalves marinhos
(Ho e Kim, 1991; Céceres-Martinez et al. 2005) anglo em baixa
prevaléncia e intensidade n&do causa patologiasdBetval. 1994). No
Brasil, analises histopatolégicas no mexill&o perna cultivado em
Santa Catarina, revelaram que a presenca de cé@semm género
Monstrilla causou alteragbes na estrutura da borda do mamp c
intensa infiltracdo hemocitaria (Suarez-Moraleal €2010).

Nenhum dos patdgenos acima relacionados é de agitar
obrigatéria & Organizacdo Mundial para a Saude AhIGOIE).
Atualmente, segundo esta organizagdo, os patogmrmsderados de
declaracdo obrigatdria para moluscos sao: protm=o&taplosporidia:
Bonamia ostreaeB. exitiosa ParamyxeaViarteilia refringens Perkinsozoa:
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Perkinsus marinue P. olsenj a bactériaXenohaliotis californiensie o
virus de tipo Herpes que afeta abalones.

Considerando a importancia socioeconémica dosvasgbara o
Estado de Santa Catarina, o presente trabalho razralato dos
patdégenos encontrados na osBrassostrea gigasultivada e na ostra-
do-mangeC. rhizophoraede costbes préximos aos cultivos, na llha de
Santa Catarina, SC.

2. Materiais e métodos
2.1. Amostragem das ostras

Exemplares da ostra-do-mang@eassostrea rhizophora@Nia
= 600) e da ostra japone€a gigas(Nwt = 600) foram coletados em
dois locais da llha de Santa Catarina: no SambéBaia Norte,
27029'18"S — 48°32'12"W) e no Ribeirao da llha éB3il, 27°42'51"S —
48°34'6"W). As coletas foram realizadas nos mesanatco de 2008 e
abril de 2009. Em cada més foram coletadas 158d& cada espécie
e local.

As ostrasC. rhizophoraeforam retiradas do costdo rochoso,
localizado na zona intermareal, a 70 e 200 metmglidtancia dos
cultivos de ostrasC. gigas no Sambaqui e Ribeirdo da llha,
respectivamente. Os exemplares @e gigas foram coletados de
lanternas de cultivo penduradas etong-lines no Sambaqui,
pertencentes ao Laboratorio de Cultivo de Molusd@dJniversidade
Federal de Santa Catarina e no Ribeirdo da llhdemeentes a uma
ostreicultora. As ostras tinham tamanho comerciatrespondendo a
um tempo de cultivo de 9-12 meses.

As ostras foram medidas (altura da concha seguraltsd®
1964), e abertas para observacdo macroscopica rddnace 6rgaos
internos (manto, branquias, gbnada e glandula tiliggspara verificar
a ocorréncia de alteragdes patoldgicas.

Todos os animais coletados em cada ponto (N= 16nf
submetidos individualmente a técnica do cultivo eio liquido de
tioglicolato de RayRay’s fluid thioglycollate mediunRFTM, item 2.2)

e 30 foram aleatoriamente selecionados para ankisepatoldgica
(item 2.3).

A temperatura e a salinidade da agua do mar foradidas em
cada local e data de coleta utilizando-se terma@metrefratdmetro,
respectivamente. A temperatura da adgua no Samff@iode 24°C em
2008 e 2009 e no Ribeirdo da llha de 22 e 26°C paianos de 2008 e
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2009, respectivamente. A salinidade foi de 32%o. 8@)35 %o (2009)
no Sambaqui e de 26%. (2008) e 34 %o (2009) no Ribeda llha
(Tabela 1).

2.2. Incubacéo de tecidos em meio liquido de tiogdito de Ray
(RFTM)

Duas demibranquias e o reto de cada animal foraobados em
meio liquido de tioglicolato por 7 dias no escurca etemperatura
ambiente (+ 28°C). Apés o periodo de incubacgaoteowlos foram
coletados, macerados sobre uma lamina e coradosalag@o de lugol,
segundo o método descrito por Ray (1954). O prdpdm observado ao
microscopio optico para verificar a presenca dadsporos deerkinsus
0s quais sdo esféricos e as paredes se coramldriamgro azulado.

2.3. Preparacdes histolégicas

De cada ostra (N= 30 por local, espécie e ano), setgéo
transversal do animal foi retirada amostrando-g@os&rgaos, entre
eles: branquias, génada e glandula digestiva. @dote foram fixados
em Solucdo de Davidson (Shaw e Battle, 1957) pdn, Zesidratados
em uma série gradativa de alcool até 100%, diaddoi em xilol e
impregnados em parafina histolégica £@&0Cortes de 5 um foram
realizados e posteriormente corados com hemataxiia Harris e
eosina (Howard et al. 2004). Os cortes obtidosnfoemalisados em
microscopio optico.

A prevaléncia dos patdgenos foi calculada comosendimero
de animais parasitados sobre o numero total dasostdetadas em cada
ponto de coleta (Bush et al. 1997).

3. Resultados
3.1. Biometria

A biometria das ostraCrassostrea rhizophoragcostdo) e
Crassostrea gigagcultivo) do Sambaqui e Ribeirdo teve como obgetiv
verificar o tamanho dos animais que seriam subweti@s analises
patolégicas, sem, contudo, fazer comparacgdes sobrescimento dos
animais nos dois locais amostrados; e ndo tevéetivabde relacionar o
tamanho dos animais com a presenca e/ou ausénpiarak&tismo. As
alturas médias (mm) das ostras em 2008 e 2009 temcose na tabela 1.
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3.2. Andlises macroscopicas

As observagdes macroscépicas ndo evidenciaramsanma de
abscessos ou pustulas em nenhum dos 6rgdos aoslisad duas
espécies estudadas. A alteracdo macroscoépica preddm foi o
parasitismo pelo poliqueta do gén&olydoranas valvas das ostras. A
infestacdo porPolydora foi caracterizada pela presenca de tubos
horizontais e verticais. Eventualmente os tubodupmam o tecido
atingindo a glandula digestiva. Também foram olzsag bolhas de
lodo cobertas por camadas de conchiolina ocupanua parte
representativa da regido interna das valvas dosadsi

As maiores prevaléncias ddé’olydora em ostras nativas
Crassostrea rhizophoradoram observadas nas coletas em 2008, no
Sambaqui (81,3%) e Ribeir&o da llha (67,3%) (Takbgl€om relacéo a
Crassostrea gigasas prevaléncias alcancadas foram maximas (100%)
nos dois locais de estudo e nos dois anos de agesir(Tabela 1).

3.3. Incubacéo de tecidos em meio liquido de tiotdto de Ray
(RFTM)

Para as duas espécies de ostras investigadas @uargsenca de
Perkinsus pelo método de RFTM, todos os individuos resuttara
negativos, ou seja, hdo houve presenca desse @iatnz

A técnica do cultivo dos tecidos em meio liquidotidglicolato
(RFTM) se mostrou eficaz para a deteccdo do prétazdlematopsis
Ainda que Nematopsisndo tenha se corado pelo lugol, este se
apresentou bastante refringente e era facilmensereddo entre as
células das branquias das ostras em objetiva deA@xevaléncia de
Nematopsipor RFTM emC. rhizophoraedo Sambaqui foi alta e variou
de 90 a 96% (Tabela 1).

3.4. Andlises histopatoldgicas

As analises histologicas evidenciaram: hipertrafis gametas
masculinos, bactérias do tipo rickettsia e protdmsados géneros
Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocoma, Steinhausi&lematopsis.
Entre os metazoarios foram observados o turbel@do género
Urastoma o cestoéideTylocephalume um copépode possivelmente do
género Pseudomiycola(Tabela 1). Todavia nenhuma das alteracfes
histopatolégicas encontradas no presente estudeseggou risco a
saude das ostras.
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3.4.1. Hipertrofia dos gametas

Nos foliculos gonadicos masculinos de ostras deaands
espécies foram evidenciadas células hipertrofiadasn didmetro
variando entre 15 a 3fm. Estas células apresentavam um conteddo
aciddéfilo e uma regido periférica basdfila (Fig.)18omente trés ostras
apresentaram tal patologia: ur@aassostrea rhizophorado Ribeiréo
da llha, coletada em 2009; ur@aassostrea gigaslo Ribeirdo da llha,
coletada em 2008 e outra do Sambaqui em 2009,tardol em
prevaléncia baixa (3,3%) (Tabela 1).

3.4.2. Bactérias do tipdckettsia

Bactérias do tipo rickettsimram visualizadas e@. rhizophorae
e C. gigasdo Sambaqui e do Ribeirdo da Ilha em 2008 e 2889.
bactérias formavam colbnias intracitoplasmaticam carater basofilo e
com tamanho variando de 7 a 3 nas células epiteliais dos tubulos
digestivos (Fig. 1B). Na maior parte das ostrasestigadas a
intensidade de infeccdo foi baixa (1 a 5). Em apeonma ostra
Crassostrea rhizophoragambém foram observadas cinco coldnias
destas bactérias no epitélio do estdmago, causaltéoacdo no
citoplasma da célula epitelial (Fig. 1C). A maioreymléncia de
bactérias foi de 30% ef@. gigasdo Ribeirdo da Ilha no ano de 2009
(Tabela 1).

3.4.3. Protozoarios

Ciliados do génerorrichodina foram observados aderidos as
lamelas branquiais e livres no liumen dos tdbulogestivos de
Crassostrea rhizophorae C. gigas,provenientes do Ribeirdo da llha
(Fig. 1D e 1E). Nas branquias foram observadosdatdiados/corte
histoldgico e nos tubulos digestivos mais de 5qstra. Trichodinaem
vista lateral apresentou a tipica forma de meiadaasuindo um nucleo
basofilo evidente (Fig. 1D). Nas branquias, esflisglas apresentaram
tamanhos variando de 12 a @i e nos tubulos digestivos de 10 a 20
pm. Nas extremidades do patdégeno foram observadastueas
(ganchos) utilizadas para fixacdo no hospedeirg. (EE). A maior
prevaléncia enC. gigasfoi de 13,3% em 2008. Ei@. rhizophorae,
estes ciliados foram observados somente em 200Rb®r&o da llha,
com prevaléncia alta (50%) (Tabela 1).



Tabela 1.Prevaléncia (%) de patégenos e alteragBes patagias ostraSrassostrea gigaéG) eC. rhizophoragR) em dois
pontos da llha de Santa Catarina, Sambaqui (SANRibeirdo da Ilha (RIB), em marco-abril de 2008 €@20Analises
macroscopicas (AM, N=150), incubacdo de teciéos meio liquido de tioglicolato de Ray (RFTM, N=0)5e cortes
histolégicos (CH, N= 30). Altura média das ostrasn) e Desvio Padrédo (DP).

2008 | 2009
SAM RIB SAM RIB
Patogenos e alteracdes G R G R G R G R
patolégicas Altura (mm) + DP
96,7+14,3 55810,3 84,2158 49,66,4 98,%10 59,65,1 104,912 58,25,4
T.24°C;Sal. 32 % | T.22°C; Sal. 26 %o| T.24°@.85% | T.26°C;Sal. 34 %o
Hipertrofia do gameta - - 3,3 - 3,3 - - 3,3
Bactérias do tip&ickettsia 16,7 10,0 6,7 13,3 10,0 13,3 30,0 10,0
Protozoarios
Trichodinasp. - - 13,3 - - - 3,3 50,0
Sphenophryap. 46,7 6,7 20,0 26,7 70,0 33,3 13,3 46,7
Ancistrocomasp. 36,6 6,7 36,7 10,0 - 40,0 6,7 23,3
Steinhausiap. 26,7 16,7 - 23,3 16,7 33,3 3,3 30,0
Nematopsisp. (CH) - 96,6 23,3 - 100 - 50,0
Nematopsisp.(RFTM) 4.7 90,0 1,3 35,3 - 96,0 - 88,0
Metazoarios
Polydorasp. (AM) 100 81,3 100 67,3 100 18,7 100 22,7
Urastomasp. - 6,7 6,7 - - 3,3 - 6,7
Tylocephalunsp. 3,3 - - - 3,3 - - -
Copépode - - - 3,3 - - - -

ev
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Outro ciliado, Sphenophryasp., foi visualizado na base dos
filamentos branquiais (Fig. 1F). O ciliado tinhanfa ovalada e/ou
redonda, contendo macronucleo baséfilo, um citopdasom carater
eosindfilo e tamanho variando de 9 a\iii. A maior prevaléncia de
Sphenophryafoi observada enCrassostrea gigaglo Sambaqui, em
2009 (70%) e a menor (6,7%), énassostrea rhizophorammbém do
Sambaqui, em 2008 (Tabela 1). De um modo geraitemsidade foi
baixa com excecdo de apenas 3 anin@iglfizophoraedo Sambaqui)
que apresentaram cada um mais de 250 ciliadostabda branquia
analisada no corte histologico. N&o foi detectditaieagdo nas branquias
nem reacdo do hospedeiro.

Ciliados do géneréncistrocomégoram observados no limen dos
tubulos digestivos. Os ciliados apresentavam foowalada, nicleo
basofilico e citoplasma eosindfilo (Fig. 2A) cormemho variando de 12 a
26 um. As maiores prevaléncias foram observadas nasGstrhizophorae
do Sambaqui, em 2009 (40%) @ gigasdo Sambaqui (36,7%) e
Ribeirdo da Ilha (36,7%), em 2008. A intensidade ggie ciliado foi
baixa, com um méaximo de 4 ciliados/corte histolégic

O microsporideoSteinhausiafoi detectado no citoplasma dos
ovQcitos das ostras (Fig. 2B). Os vacuolos conteaslocélulas do
patégeno algumas vezes ocupavam uma porcdo regtsendo
citoplasma. As maiores prevaléncias desse protazo&mram
observadas em 2009, ef. rhizophoraedo Sambaqui (33,3%) e
Ribeirdo da llha (30%). A intensidade de infec¢@ maioria dos
animais variou de 1 a 35 ovdcitos infectados/chiséologico. Porém,
em uma ostreC. gigasdo Sambaqui foram observados mais de 50
ovacitos contendo os esporos do patdégeno, semstaspe defesa.

Um protozoario do génemdematopsidoi observado infectando o
tecido conjuntivo de varios 6rgéos, como as bréawaio manto (Fig.
2C). Os oocistos ddematopsisiensamente basdfilos tinham tamanhos
variando de 8 a 14im, parede hialina e foram encontrados de 1 a
4/fagécito. As prevaléncias encontradas ap0s ohs&ov dos cortes
histoldgicos foram altas e@. rhizophoraedo Sambaqui (96,6% em
2008 e 100% em 2009). Ja €ngigas,este patdgeno nédo foi detectado
em nenhum dos locais estudados. Apesar das elepesladéncias de
Nematopsissp. emC. rhizophorae,ndo foi observada resposta do
hospedeiro. A intensidade de infeccdo foi baixam cpoucos
oocistos/corte histolégico.
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3.4.4. Metazoarios

Turbelarios do génerbrastomaforam encontrados proximos as
branquias da ostr&rassostrea rhizophoraelo Ribeirdo da llha e
também emC. rhizophoraedo Sambaqui e Ribeirdo da Ilha. Estes
apresentavam tamanhos variando de 162,5 qu@vf-ig. 2D). A maior
prevaléncia observada foi de 6,7% (Tabela 1). Aenisidade de
infestacao foi baixa, tendo sido registrado no maxdois turbelarios
por ostra e sem causar dano aparente nas branquias.

Larvas de cestbides do génefrglocephalumforam registradas
somente em ostras japonesas e no Sambaqui conénaaade 3,3%
(1/30) nas coletas de marco-abrii de 2008 e 2008. l&vas
encontravam-se encapsuladas por varias camada&ludascachatadas
Além da reacdo de encapsulamento, ndo se obseammuatteracdo nos
tecidos do hospedeiro (Fig. 2E).

Um copépode possivelmente do géndPseudomiycolafoi
detectado no limen de um tdbulo digestivo secunddei ostra de
mangueC. rhizophoraedo Ribeirdo da Ilha (Fig. 2F). Esse parasita
media 900 um e causou a ruptura da parede desie.tib
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Figura 1. Alteracbes patolégicas e patdgenos detectados eidose de
Crassostrea gigag C. rhizophoraedo Sambaqui e Ribeirdo da llha (llha de
Santa Catarina, Brasil) em margo-abril de 2008 692@ig. la Células
hipertrofiadas na parede do foliculo masculino alsefig. 1b. Colbnia de
bactéria do tipo rickettsia (seta) no citoplasmacdkila epitelial do tabulo
digestivo. Fig. 1c Col6nias de bactérias do tipo rickettsia no citepia de
célula epitelial do estbmagd-ig. 1d. Trichodina sp. (seta) nos filamentos
branquiais, mostrando nucleo evidenkeg. le Detalhe das estruturas de
fixacd@o (seta) d@richodina Fig. 1f. Ciliado Sphenophryap. (seta) em contato
com as branquias. Barras =.20.
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Figura 2. Pat6genos observados em tecidoSm@ssostrea gigasC. rhizophorae
do Sambaqui e Ribeirdo da llha (llha de Santa @ataBrasil) em margo-abril
de 2008 e 2009Fig. 2a Ancistrocomasp. (seta) no limen de um tubulo
digestivo.Fig. 2b. Vacuolo parasitario com esporosSteinhausiap. (seta) no
citoplasma de um ovécitdzig. 2c Oocistos deNematopsissp. na glandula
digestiva. Fig. 2d. Urastoma sp. entre os filamentos branquialsig. 2e
Tylocephalunsp. no tecido conjuntivo ao redor dos tubulos stiges.Fig. 2f.
Copépode (seta) causando ruptura da parede debuta tigestivo. Veja detalhes
dos apéndices (seta). Barras = Figs. a; b; cpn20Figs. d; e; f =5@um.
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4, Discussao

O presente estudo registrou diversos patégenosdifementes
prevaléncias e intensidades nas duas espécies tds @studadas.
Todavia, nenhum destes representou risco as pd@mslade ostras
estudadas.

O poliqueta do génerBolydora esteve presente com elevadas
prevaléncias (até 100%) er@rassostrea gigasdos dois locais
estudados. No entanto, os produtores ndo relatarartalidades nos
periodos das coletas, mostrando que apesar ddtaysrevaléncia os
possiveis danos ndo levam a morte da ostra. Pareess0s locais ja
foram documentadas prevaléncias similares (Ibbpt2002; Sabry e
Magalhdes, 2005) deste poliqueta. InfestagfesBRadydora sp. sdo
comuns em bivalves de diversas parte do mundoes@ajue o maior
prejuizo é para o produtor, pois os tubos horaent verticais com
coloracdo escura e as bolhas de lodo na conchaenmtiam
negativamente o valor de mercado dos moluscosrésepte estudo, as
ostras Crassostrea rhizophoraecoletadas em 2009 apresentaram
prevaléncias d@olydorainferiores as encontradas em ostras japonesas
Crassostrea gigaso mesmo periodo. Este fato poderia sugerir que a
ostraC. rhizophoraefosse mais resistente ao ataque de poliquetos. No
entanto, para o ano de 2008 nos dois locais (SameaRibeirdo da
llha), as prevaléncias dBolydora em C. rhizophoraeforam altas
merecendo, portanto, um monitoramento constantea paelhor
compreensdo sobre a suscetibilidadeCdehizophoraeao ataque dos
poliquetas.

Os resultados obtidos pela técnica do cultivo delés em meio
de tioglicolato para o diagndstico Berkinsusmostraram que as ostras
de bancos naturais assim como as ostras japonei@adas ndo sao
afetadas por este patdgeno. Estudos nas populdedasluscos da llha
de Santa Catarina, utilizando esta técnica espeqiira o diagndstico
do protozoario do géneRerkinsussao recentes. As primeiras pesquisas
com RFTM foram realizadas em 2008 por da Silval.ef2810), para
C. rhizophoraee Anomalocardia brasilianaque também obtiveram
resultados negativos. No Brasil, apenas um tral@ihoC. rhizophorae
da Bahia faz referéncia ao uso dessa técnica eétanmdio detectou
Perkinsussp. nas ostras analisadas (Nascimento et al. 1888)ivalve
unha-de-velho Tagelus plebeiysda Praia do Pontal da Daniela, SC,
também néo foi detectada a presencaPdeinsussp. quando esta
técnica foi utilizada (da Silva et al. 2009).



49

As hipertrofias dos gametas masculinos observadas ostras
Crassostrea rhizophora€¢Ribeirdo da Ilha) e enCrassostrea gigas
(Ribeirdo da llha e Sambaqui) possivelmente foramsadas por um
virus. A presenca de nucleo hipertrofiado com ddmintensamente
basofilicos na periferia das células, sugere aepges de virus das
familias Papillomaviridae e Polyomarviridae, quaszan a enfermidade
conhecida por Hipertrofia Gametocitica Viral (VG¥iral gametocytic
hypertrophy (Bower et al. 1994). Essa doenca foi registrada e
moluscos bivalves, incluindo as ostfasgigase C. rhizophoragBower
et al. 1994). O primeiro relato dessa doenca fto fgor Farley (1976).
A partir de entdo, essa enfermidade foi documententa varios
moluscos bivalves (Choi et al. 2004; Winstead e2@04; Garcia et al.
2006; Meyers et al. 2009). A prevaléncia da hipéigrgametocitica
detectada nas ostras do presente estudo foi bai&a foram observadas
infiltracdes de hemdcitos ou lesBes nos tecid@amala alteracdo do
gameta infectado. E. gigasda Coreia do Sul, as prevaléncias de
VGH variaram de 3,3 a 7,1%, a intensidade de id@dqi baixa e ndo
foram detectadas respostas de defesa do hospé@bimoet al. 2004).
Ja emC. gigasna Franca, as prevaléncias de VGH foram baixasa(3,3
13,3%) e intensidade de infeccdo também. Os aubbiservaram lesées
na gbénada de alguns animaipprém com auséncia de reacdo
hemocitaria e sem efeitos letais sobre as ostraxiget al. 2006).

No presente estudo, coldnias de bactérias doitigettsia foram
observadas nos epitélios dos tubulos digestivesneapenas uma ostra
C. rhizophorae,foi detectada no epitélio do estbmago. Apesar das
prevaléncias encontradas terem sido de até 30%,hoé@we dano
consideravel nos animais. Em berbigd€grastoderma eduleda
Espanha, a infeccdo por colbnias bacterianas dorifiettsia foi de
baixa intensidade e nao foi observada respostaodpeldeiro frente a
infeccdo (Carballal et al. 2001), ao contrario dee doi relatado em
ostrasC. gigasda costa Atlantica da Francguando uma infeccao
intensa causou lesbes e mudanca na estrutura ndamabranquias
(Renault e Cochennec, 1994). Bactérias do tipoettsia causaram
infecgBes intensas e danos severos nas céluladiapida branquia,
glandula digestiva e manto da odbessostrea ariakensiga Provincia
de Guangdong, China (Sun e Wu, 2004). No entastalanos que as
bactérias do tipo rickettsia causam nas célulahdspedeiros parecem
diferir entre os moluscos (Villalba et al. 1999; W&an, 2000; Cremonte
et al. 2005; da Silva et al. 2005; Grenn et al8&2@dehs et al. 2010).

Ciliados sdo organismos que habitam a cavidadealpdies
bivalves sem causar danos ao hospedeiro (McGladdBower, 2001).
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No presente estudo, a prevaléncia do ciliadahodina na ostra
Crassostrea rhizophorafi alta (50%), porém menor que a observada
na vieiraAequipecten tehuelchyé00%) da Patag6nia, Argentina por
Cremonte et al. (2005). A maior prevalénciaTadehodina observada
apenas nas ostras de estoques naturais do Ribeigéollha,
possivelmente pode estar relacionada com a elesadeentracdo de
matéria organica e consequentemente condicdes alglafle de agua
inadequadas (At et al. 2008). A ocorréncia derichodinaparece ser
maior em hospedeiros de areas poluidas, sendanpmrum patégeno
bioindicador de polui¢cdo (Lauckner, 1983). Ainddat deTrichodina

ter sido observada em maior quantidade livre nbslos digestivos das
ostras investigadas, poderia indicar uma elevadantiglade desse
protozoario no ambiente, no dia da coleta. Ciliadizs género
Trichodina ocorrem mundialmente em véarios moluscos bivalves
(Boussaid et al. 1999; Carballal et al. 2001; BoziMagalhdes, 2004;
Cremonte et al. 2005). No entanto, a patogeniciadd@richodina é
controversa (Bower et al. 1994). Elevadas infecgied richodinasp.
foram associadas a erosdes nas branquidrakesostrea angulataa
Franca e responsabilizadas pelo mau funcionamees&sed 6rgéo
(Lauckner, 1983). Na vieirAequipecten tehuelchuie estoque natural
do nordeste da Patagbnia, Argentina (Cremonte .e2@05) e no
berbigdoCerastoderma edulda costa da Galicia, Espanha (Carballal et
al. 2001), Trichodina também n&o causou danos ou respostas dos
hospedeiros. Ja e@rassostrea gigasnuito infectada poffrichodina

foi detectada resposta inflamatoria e alteragbe=pitélio das branquias
(Boussaid et al. 1999).

Ciliados do géneroSphenophrya foram encontrados nas
branquias deC. gigas e Crassostrea rhizophorasos dois locais
estudados. Algumas vezes as prevaléncias detedim@das elevadas,
chegando a alcancar até 70% &n gigas do Sambaqui, mas a
intensidade foi geralmente baixa e nenhuma respo#tanatéria foi
observada nas ostras afetadas. Ciliados desseog&enbservados em
uma grande variedade de espécies de bivalves pmdeadsar
hipertrofia da célula e seu ndcleo (xenoma) (Bowteal. 1994). Em
Crassostrea rhizophorada Baia de Todos os Santos, Salvador, BA,
Sphenophrydoi observado sem causar nenhum dano (Nascimesto et
1986). Entretanto, para a mesma espécie de odetad® na Baia de
Camamu, BA, foi observada a formacéo de xenomash®et al. 2009)

e 0s autores concluiram que este efeito patolégsteve associado a
presenca do ciliado. No mexilh@@reissena polymorphgBivalvia:
Mytilidae) altamente infectado poiSphenophrya dreissenadoi
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observada hiperplasia, hipertrofia celular e vazagBo do epitélio
(Laruelle et al. 1999).

Ancistrocomasp. € outro ciliado que foi observado nas ostras do
presente estudo, em baixa intensidade e ndo caasms ou respostas
de defesa do hospedeiro. Nascimento et al. (1986pé&m relataram
auséncia de danos eB@rassostrea rhizophorada Bahia afetada por
Ancistrocomasp.

Steinhausiasp. foi observada em ovdcitos @eassostrea gigas e
C. rhizophoraenos dois locais. A presenca dos esporocistos com
esporos do patégeno causou dano na estrutura ndonctbplasma dos
ovdcitos, porém ndo foram observadas células desagiroximas aos
ovdcitos infectados. Evlytilus galloprovincialis(Bivalvia: Mytilidae)
infectados confSteinhausiatambém nédo foi observada infiltracdo de
hemécitos (Robledo et al. 1994). Ao contrario, orblg&o
Cerastoderma edulefectado por microsporideos do tiieinhausia
mostrou uma leve resposta hemocitica sem, contoalasar danos
patolégicos significativos ao hospedeiro (Carbattabl. 2001). Ostras
Saccostrea glomeratda Australia, infectadas com esse microsporideo,
apresentaram completa reabsorcdo dos ovdcitos cdetcéio do
epitélio germinal e elevada infiltracdo de hemé&ii@reen et al. 2008).
As prevaléncias deSteinhausia observadas neste trabalho foram
consideradas elevadas (até 33,3%) quando compaesdake 6,6%
detectadas emMytella guyanensiglo Rio Amazonas (Matos; Matos;
Azevedo, 2005), 9% par@. gigas(Pontinha, 2009) e a de 7,5% em
Anomalocardia brasilianale Santa Catarina (da Silva et al., 2010). No
entanto, a maior prevaléncia encontrada no presstielo foi similar a
registrada emBrachidontes solisianugle Santa Catarina, (37,5%)
(Pontinha et al., 2010).

Gregarinas do géneidematopsisp. foram detectadas em 100%
das ostra<. rhizophoraeprovenientes do Sambaqui. No entanto, ndo
foi observada resposta de defesa das ostras. @zpéoio Nematopsis
sp. utiliza bivalves como hospedeiro intermedi&ricompleta seu ciclo
de vida em artropodes marinhos (Lauckner, 1983; Isiddery et al.
2006). A maior prevaléncia déematopsias ostras do costdo poderia
estar relacionada a maior proximidade dos crustiees costbes e
talvez a pouca quantidade destes nas lanternagltde.cBoehs et al.
(2010) detectaram maiores prevalénciasNdenatopsisno mexilhao
M. guyanensigoletada em areas de manguezal quando compamdas a
encontradas emA. brasiliana e relataram que a abundéancia de
crustaceos no estuario poderia ter contribuido paraliferencas nas
prevaléncias encontradablematopsisem elevadas prevaléncias em
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vieiras Aequipecten tehuelchusa Argentina (100%) n&o induziu
reacbes de defesa do hospedeiro (Cremonte et 8b).204 em
Crassostrea rhizophoraglo Rio Jaguaribe, CE foram observadas
reacOes de defesa evidenciada pela infiltracadedetitos (Sabry et al.
2007). Elevadas intensidades de infeccdoNematopsisp. também
causaram altera¢cdes na morfologia das branquiaantondo bivalve
Mytella guyanensisla regido Estuarina do Rio Cachoeira, BA (Pinto e
Boehs, 2008). J& no berbigdmomalocardia brasilianalesse mesmo
estudrio ndo foram observadas lesdes nos tecidasfititacoes de
hemaocitos nos animais infectados (Boehs et al. R0N€matopsissp.

foi associado a completa destruicAo das células ltamquias e
mortalidade no berbigdoefastoderma edulda regido sul de Portugal
(Azevedo e Cachola, 1992). Nestes berbigbes danBapa presenca de
Nematopsissp. causou lesdes moderadas nos filamentos beasi
induziu uma leve resposta hemocitica sem, contalesar mortalidade
(Carballal et al. 2001).

Vale ressaltar que no presente estudo a técnicd&RFIEM
mostrou-se Util para o diagnostico Nematopsisp. As andlises das
branquias revelaram elevadas prevaléncias destetozpésio
mostrando ser uma técnica sensivel, auxiliandstalbgia.

Metazoariogdo génerdJrastoma(Turbellaria) foram detectados
livres entre os filamentos branquiais das odBasssostrea gigag em
C. rhizophoraedo presente estudo e ndo causaram danos apanastes
branquias. A prevaléncia, assim como o0s niveisnfistacdo por este
organismo foi baixa. Na costa atlantica do Canadénfestacdes por
Urastoma cyprinaeem ostrasCrassostrea virginicaforam bastante
elevadas: até 1.000 parasitas por individuos cosmaf@ncias de até
100%. No entanto, ndo se observou danos histogatokd nas
branquias (McGladdery et al. 2006).

Nas ostraLC. gigasdo Sambaqui infectadas por uma larva de
cestoide Tylocephalum foi observada uma resposta do hospedeiro,
evidenciada por uma camada de células de natuiwzsd, além da
infiltracdo de hemdcitos formando o encapsulameatdoparasita. A
resposta do hospedeiro contra o parasita poder\artee as espécies
afetadas (Lauckner, 1983). De acordo com Figuekédiatba (1988), a
resposta deC. gigasquando infestada pofylocephalumparece ser
menos intensa que em outros bivalves. Em bivaloegederd?inctadag
a formacédo da capsula ndo é tdo acentuada e pandesdita-se que as
ostras pertencentes a esse género sejam hospebeanediarias
normais desse parasita uma vez que a respostdeda de hospedeiro é
menos intensa (Lauckner, 1983). Em os@ashizophoraado Estado da
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Bahia, larvas deTylocephalumforam responsaveis por danos de
natureza mecanica evidenciados pela ruptura dodosggecdurante a
penetracao dos cestéides (Nascimento et al. 1986).

O copépode encontrado €nassostrea rhizophorago Ribeirdo
possivelmente pertencia ao géndPseudomyicola.Este copépode
causou danos no tecido epitelial do estbmago da G@strhizophorae
provavelmente pelo seu grande tamanho e pela geesiEs apéndices
do animal. No pectinideArgopecten ventricosuso México, Caceres-
Martinez et al. (2005) também observaram erosGespit@lio do
estbmago e da branquia, leve infiltracdo de hewdat alteracdo da
membrana basal do epitélio causagabos apéndices do copépode
Pseudomyicola spinosu& prevaléncia de copépodes Amventricosus
(100%) e Mytilus galloprovincialis (93,3%) do México (Céaceres-
Martinez et al. 2005; Caceres-Martinez et al. 19@Mastante elevada
comparada com a prevaléncia de 3,3% observadaesemnie trabalho.

Nenhum dos patdgenos encontrados no presente gsawdoe
causar danos significativos nas ostras, levanderseconsideracao a
baixa intensidade de infeccéo e/ou infestacdo esrfayam observados
e, na grande maioria dos animais, auséncia deogf@atoldgicos.
Apesar dos patégenos encontrados ndo estaremtaaldisdeclaracao
obrigatéria a OIE, é necessario um monitoramentastemte das
populacdes de moluscos para que se possa avatiameds precisdo o0s
efeitos desses patdégenos nos seus hospedeirosjpgiimente em
situacé@o de estresse que poderia funcionar compgata desencadear
infecgBes ndo aparentes. Além disso, os moluseadvbs tém grande
importancia socioecondmica para 0 Estado de SaratariQa,
merecendo atencdo especial com relacdo a questdaudie desses
animais.
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RESUMO

Protozoarios parasitas do géndpPerkinsus sdo considerados
patégenos importantes responsaveis por mortalidedesmassa de
varias espécies de moluscos em todo o mundo. Neembe estudo
descreve-se, pela primeira vez, um parasita do rgéRerkinsus
infectando a ostra-de-mangu€rassostrea rhizophoraena costa
brasileira. A prevaléncia deste parasita no EgiwdwiRio Pacoti (Ceard,
nordeste do Brasil) foi baixa e ausente em ostmasu do Brasil.
Tecidos da branquia e do reto da ostra incubadoMeim Liquido de
Tioglicolato de Ray Ray’s Fluid Thioglycollate Medium+ RFTM)
revelaram a presenca de hipnésporos esféricod%um de diametro).
A andlise histoldgica revelou a ocorréncia de troftos em forma de
anel tipicos e esquizontes (3 au® de diametro) infectando o tecido
conjuntivo de varios érgaos e epitélio digestivas&ios especificos de
PCR para o0 géneroPerkinsus seguidos pela clonagem e
sequenciamento da regido do espacgador internoctitanginternal
Transcribed Spacer ITS) do complexo de genes do acido ribonucléico
ribossdmico (rRNA) confirmaram que se trataRirkinsuse detectou
uma estreita relagéo filogenética entre a espéamlbiraPerkinsussp.
comP. beihaiensisque infecta ostras chinesas.

PALAVRAS-CHAVE : Crassostrea rhizophorae ostra-de-mangue;
Perkinsussp.; PCR-RFLP; rRNA; RFTM; esporulacao.
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INTRODUCAO

O estado de Santa Catarina, no sul do Brasil, @iorrprodutor
de moluscos bivalves do pais (95%) (11.300 ton. 28@7). Esta
atividade é de grande importancia socioeconémica paregido. O
mexilhdoPerna pernae a ostra-do-pacifica;rassostrea gigasséo as
principais espécies cultivadas, sendo a vidNiedipecten nodosug a
ostrade-mangue Crassostrea rhizophoraeultivadas em menor escala.
O Nordeste do Brasil tem um extenso sistema démssue manguezais
no qual habitam diversas populagfes de ostrasgOstrea brasiliana
C. rhizophorag Estas ostras sdo amplamente consumidas pelas
populacdes locais. Assim, vérias tentativas téno siditas para
desenvolver a aquicultura de ostras nativas nesgao; porém com
resultados modestos até o presente.

Em 2003, o governo brasileiro deu inicioRmgrama Nacional
de Sanidade de Animais Aquaticg@aNSAA) para ajudar a impedir a
introducdo de doencas de animais exéticos e earadiquelas ja
presentes no pais. Guiado por esta iniciativa, 887 2iniciou-se um
projeto de pesquisa para diagnosticar parasita®emcds afetando
espécies de bivalves cultivados e comestiveis das dregides
brasileiras. O projeto foi concebido para pesquisarasitas dentre
populacdes silvestres e cultivadas de odfragigasda llha de Santa
Catarina e do estuario do Rio Pacoti (Fortalezaades do Ceara,
Nordeste do Brasil). Os resultados fornecem dadbeesa distribuicdo
de patdgenos e suscetibilidades dos hospedeirgsasagenos, os quais
qualificardo ainda mais os programas de monitoréoneajudardo a
evitar transferéncias de doencas a partir de popedainfectadas e
esforcos para manter areas nao afetadas livreardsifas.

O primeiro parasita do géneRerkinsusdescrito foiP. marinus
(Mackin et al. 1950), que foi identificado como derresponsavel por
surtos de mortalidade entre estoques de @3trasostrea virginicada
Louisiana, E.U.A. Essa espécie foi inicialmente cdes como
Dermocystidiummarinum parcialmente baseado nas caracteristicas de
hipnésporos hipertréficos e zoosporangio, que ataneem tecidos de
ostras infectadas quando incubadas em Meio deddgié Tioglicolato
de Ray (RFTM) (Ray, 1952). Desde entdo uma divadsdle espécies
de Perkinsus spp. tem sido registrada infectando muitas espécie
comercialmente importantes de moluscos cultivadasundo inteiro.

Perkinsus olsenifoi primeiro descrita como um patégeno do
abalone australianélaliotis ruber (Lester & Davis 1981). Azevedo
(1989) descreveu a espédterkinsus atlanticusnfectando o bivalve
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Ruditapes decussatugm Portugal. Perkinsus atlanticusque é
atualmente sinbnima deerkinsus olseniocorrendo em uma vasta area
geografica e faixas de hospedeiros. Este foi posteente registrado
em outras espécies de bivalves tais cdfitar rostrata no Uruguai
(Cremonte et al. 2005a)Ruditapes philippinaruniVenerupis pullastra

e Paphia aureanas costas do Oceano Atlantico e mar Mediterréiaeo
Espanha (Navas et al. 1992, Sagrista et al. 19893t al. 2001). No
entanto, muitos dos estudos acima foram baseadosasanteristicas
morfologicas, sem caracterizagcbes moleculares. SCasal. (2002a)
descreveram a primeira utilizacdo de métodos didiao molecular
para caracterizalP. olseniinfectandoR. decussatuda Espanha. Desde
entdo, ferramentas moleculares tém sido utilizasdaia descrever e
confirmar P. olseniinfectando diversas espécies de bivalves como
R. decussatuda costa espanhola e do mar Mediterraneo (Elamsislo
et al. 2009)R. philippinarumda Italia (Abollo et al. 2006), Coreia do
Sul (Park et al. 2005) e China (Zhang et al. 20P8&)tothacajedoensis
da Coreia do Sul (Park et al. 2008)istrovenus stutchburgla Nova
Zelandia (Dungan et al. 2007); €ridacna croceado Vietnam
(Sheppard & Phillips, 2008). Desde recente revsdiore perkinsiose
realizada por Villalba et al. (2004), na qual sspécies d€erkinsus
(P. marinus P. olsenj P. qugwadj P. chesapeakiP. andrewsie

P. mediterraneusforam consideradas validas, os dados sobre ganéti
molecular de espécies aumentaram. Como resultadelhores
caracterizacdes moleculares mostram Buehesapeakeé P. andrewsi
sdo sinbnimos (Burreson et al. 2005) e mais duassnespécies de
Perkinsus foram descritas:P. honshuensisnfectando bivalves em
Manila no Japédo (Dungan & Reece 2006y.ebeihaiensisnfectando
Crassostrea hongkongensiSrassostreaariakensise outros bivalves,
nas provincias de Fujian a Guangxi, no sul da Cthfass et al. 2008).
Entre os moluscos hospedeiros brasileifdigssostrea rhizophoraé
registrada como suscetivel Rerkinsus marinusapos infeccbes
experimentais (Bushek et al. 2002). Com base mdtaelos do ensaio
RFTM, Littlewood (2000) relatou infec¢cbes natur@isr P. marinus
entre ostras-de-mangu@. rhizophoraeda Jamaica, embora andlises
moleculares ndo tenham sido utilizadas para coafirmnidentidade do
parasita. Portanto, um programa de vigilancia pasekinsiose foi
iniciado ao longo da distribuicdo geogréfica destpécie de ostra em
aguas brasileiras. O presente estudo fornece edsittas detalhadas
sobre o primeiro registro da infeccdo @erkinsussp. em ostras
Crassostrea rhizophorabrasileiras. As infecgbes foram detectadas por
ensaios de RFTM; os parasitas foram confirmados situ e
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caracterizados pela histologia e o patégeno foiciglanente
caracterizado por métodos de genética molecular.

MATERIAIS E METODOS
Amostragem

Ostras-de-mangueCrassostrea rhizophoraeadultas foram
coletadas na llha de Santa Catarina durante ossrdesmarco e abril de
2008 e em Fortaleza, durante o més de agosto @& R@dlha de Santa
Catarina, as amostras foram coletadas no verdogusa do aumento
da temperatura da agua do mar que poderia favoaepmliferacdo do
parasita. Em Fortaleza, as amostras foram coletuaaste o inverno,
porque a temperatura da 4gua do mar praticamentean& durante o
ano (comunicacdo pessoal dos autores). As ostram fooletadas e
mantidas em tanques com agua do mar e aeracae atdleses, por um
maximo de 3 dias.

Na llha de Santa Catarina, ostras nativas foramstauas em
dois locais situados: no norte (Sambaqui; 27°2%1,818°32'1" W) e no
sul (Ribeirdo da llha; 27°42'51" S, 48°34'6" \Wig( 1). As ostras desses
locais se encontravam em zona entremareés, sitna@s200 m (Ribeirdo)
e 450 m (Sambaqui), das areas de cultivBr@assostrea gigas

Em Fortaleza, as ostr& rhizophoraeforam coletadas em trés
diferentes pontos localizados dentro do Estuari®idoPacoti: Ponto 1
(3°49'8" S, 38°25'9" W), Ponto 2 (3°49'15" S;28810" W), e Ponto 3
(3°49'19" S, 38°25'11" W), onde ndo hé cultiveodirasC. gigas(Fig.
1). O Rio Pacoti € a mais importante via navegéned atravessa a
regido metropolitana de Fortaleza. O estuario &ctaizado por uma
rica vegetacdo de mangue, incluir@bizophora manglecujas “raizes
aéreas” (rizéforos) formam o substrato natural pafixacédo de ostra.
Para o presente estudo, as ostras foram coletad&ssubstrato.
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Figura 1. Locais de amostragem de ostras (S) no estuaridRidoPacoti
(Fortaleza) e na llha de Santa Catarina (Ribeigdtthés e Sambaqui).

A temperatura e a salinidade da agua do mar foradidas no
dia da amostragem, em cada local, préximo a sepe(f),5 m), usando
um termdémetro de imersdo e um refratdmetro, respectnte. Um
total de 150 ostras foi analisado de cada locabdss (n = 750) foram
abertas, observadas macroscopicamente para ansnmal@ocessadas
utilizando as técnicas recomendadas pela OrgamiZa¢érnacional de
Epizootias (OIE) para a analise Berkinsussp. usando RFTM (OIE,
2006). Além disso, os tecidos de varias ostrasrfakeatoriamente ou
especificamente selecionados para outras técnicdgagnostico, como
descrito em seguida.

Analise histolégica
Entre as 150 ostras coletadas por local, 30 foraleci®nadas

aleatoriamente para histologia. As ostras foranttabee uma secédo
transversal de 5 mm de espessura, incluindo brasqgobnadas e
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tecidos digestivos foi retirada e fixada em fixaderDavidson (Shaw &
Battle 1957) por 48 h. Os tecidos fixados foranuitms em parafina,
seccionados a 5 um de espessura e corados conoRiimate eosina
(HE) (Howard et al. 2004).

Deteccdo dePerkinsus. sp. por ensaios RFTM

As ostras coletadas em cada local (n = 150) forbentas e as
duas lamelas branquiais de um lado do corpo eodaetm extirpados e
incubados em RFTM por 7 dias, no escuro, a temperaimbiente. As
amostras foram preparadas para analises microssopiturandese as
br&nquias com um bisturi, adicionando gotas decfolude Lugol e
posteriormente foram observadas para hipnospordérices de
Perkinsussp. que se coram em preto. As prevaléncias das;igs por
Perkinsussp. foram estimadas pelas percentagens de osteasantas
em cada amostra (n = 150).

Cada ostra foi avaliada utilizando a seguinte esgalintensidade
de infeccdo: 0 = sem infeccdo, hipnésporos naarfarbservados em
toda a lamina; 1 = infec¢do muito leve, até 10 égmoros observados
em toda a lamina; 2 = infeccdo leve, de 11 a 1Qihdsporos
observados em toda a lamina; 3 = infeccdo modegaa, menos 40
hipnésporos observados em cada um dos 10 camposictoescopio
(40x) espalhados pelo tecido e 4 = infec¢do intemsais de 40
hipnésporos observados em cada um ddsahipos do microscépio
(40x) espalhados pelo tecido.

Zoosporulagéoin vitro

Dois tecidos RFTM-positivos foram selecionados demau
amostragem extra de ostras coletadas em Fortatlezmesto de 2008,
lavados duas vezes com agua do mar filtrada ezsteld (FSSW) e
transferidos para placas de 24 pogos de cultivdeodo 2 mL de
FSSW. As placas foram incubadas por um periodo8da 86 h em
temperatura ambiente (cerca de 28°C) e analisafasditamente para
zoosporulagdo em microscopia oOptica.

Extracdo de DNA e ensaios de PCR
Tecidos de branquias de ostras selecionadas forasewados

em etanol 95% para posterior extracdo de seu DN&epvado para
PCR. Dentre as 150 ostras coletadas em cada undai®docais de
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amostragens da llha de Santa Catarina, o DNA dodote branquiais

das mesmas 30 ostras, aleatoriamente selecionaatas og testes
histoldgicos, também foi preservado para ensaioBGR (n = 60). A

partir de trés amostras coletadas nos pontos da@fitstdo Rio Pacoti

proximo a Fortaleza, tecidos de branquias de teda$50 ostras dos
pontos 1 e 3 foram preservados para ensaios de &Ranto apenas
30 ostras do ponto 2 selecionadas para a histofogaan preservadas
para testes de PCR {{\, = 330).

O DNA de 29 ostras de Fortaleza foi analisado par&insussp.
através de PCR, incluindo 21 que foram positivagpgaios de RFTM,
6 que foram selecionadas aleatoriamente entre taasogue foram
RFTM-negativas (duas de cada local) e duas cujidoe foram usados
para confirmar a indugcdo da zoosporulagédo apédbagéio em RFTM.
Nenhuma amostra da llha de Santa Catarina foi sauldi através de
PCR porgue todos os ensaios de RFTM foram negativos

A extracdo do DNA foi realizada com reagente DNA®»l
(Invitrogen seguindo o protocolo do fabricante. Para os easse PCR
foram utilizados primers PerklITS 85/750 que hibridizam
especificamente regides conservadas de espacatere®s transcritos
(ITS) da regido do complexo de genes do &cido ubl@ico
ribossdémico (rRNA), que sdo exclusivos para memiosgénero
Perkinsugexceto par#. qugwadincertae sedjs(Casas et al. 2002). O
controle positivo foram células isoladas de um ivwlin vitro de
Perkinsus olsenioriundas de Galicia, Espanha (fornecido pelo Dr.
Antonio Villalba). Para os controles negativos fisada agua livre de
nuclease em vez de amostra de DNA.

As reacdes de PCR foram realizadas em reacdes dgl 25

contendo 1ul (50 a 100 ng) da amostra de DNA gendmico, tang#io
PCR 1x concentrado, Mg&£a 1,5 mM, nucleotideos a 0,2 mM cada,
iniciadores a 0,8M e 1 unidade d@aqDNA polimerase Iqvitrogen).
O protocolo incluiu desnaturacédo do DNA a 94°C Homin.; 35 ciclos
de amplificacdo a 94°C por 1 min, 55°C por 1 miA28C por 1 min
seguido de uma extensdao final a 72°C por 10 mimprodutos da PCR
foram separados num gel de agarose 1,5%, lavaddanepdo 1x Tris-
EDTA (TE) e coradoscom brometo etidio.

Ensaios de PCR-RFLP
A identificacdo dePerkinsusspp. foi realizada utilizando ensaios

de restricdo do comprimento de fragmento de pofismo (RFLP)
baseados na amplificacdo do PCR e digestdes coonecidase de
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restricdo da regido-ITS (Abollo et al. 2006). Aspéifitacoes de PCR
foram realizadas como descrito acima e as reagdafiggstdo foram
realizadas com as enzim&sd ou Hinfl, seguindo as instru¢cdes do
fabricante Promegd. Resumidamente, as reacdes de restricdo foram
realizadas num volume final de gbDcontendo 3ul de produtos de PCR,
2 ul de enzima tampédo, de 0j. de BSA, 0,5uL de enzima de
restricdo Rsd ou Hinfl), diluido em agua destilada esterilizada. As
digestdes foram realizadas durante 2 h a 37°C jdagypor inativacdo
da endonuclease por 20 min, a 65°C. Para melhovemualizacdo dos
padrbes de fragmentos de restricdo, 10de produtos de PCR de
endonuclease-digerida foram separados num gel lgeplamida ndo-
desnaturante a 6%, corado com brometo de etidifis e restricdo (n

= 7) foram comparados com aqueles descritos parasoaspécies de
Perkinsus(Abollo et al. 2006), bem como com o0s isoladoDNA de

P. olseni Os perfis de restricdo esperados pela digest&@egiao ITS
do DNA de Perkinsussp. comRsd ou Hinfl foram determinados
utilizando um software especifico Mapper v.3.0
(http://www.restrictionmapper.oyg

Clonagem molecular, sequenciamento de DNA e analse
filogenéticas

Produtos de PCR recém-amplificados da regido ¢ES
Perkinsussp. de 2 ostra€rassostrea rhizophoraeinfectadas foram
clonados em um vetor de clonagem de PCR 2,1 TAdasam kit de
clonagem TA Ipvitrogen). Os clones recombinantes positivos foram
identificados PCR de colénia com mémersde vetor M13 lfwvitrogen
e 1 colénia de bactérias de cada amostra foi seadsnem ambos
sentidos. O sequenciamento foi realizado de foumanzatizada por um
Sistema de Andalise de DNA MegaBace 1000, utilizarmlokit
Terminator DYEnamic ET Dye (GE Healthcare).

As sequéncias do ITS drerkinsussp. obtidas foram submetidas
a buscas no BLASTN (Altschul et al. 1997) contrquéamcias do Centro
Nacional para Informacdes de Biotecnologia (NCBI¥ sequéncias
foram alinhadas com sequéncias ITS previamentstragas obtidas no
banco de dados do GenBank utilizando o programast&luX
(Thompson et al. 1997). As sequéncias do GenBakidas na andlise
da regido ITS séo apresentadas na Tabela 1. Aeaflogenética foi
construida utilizando o software MEGA 4 (Tamuraakt2007), pelo
método de maxima parcimonia.
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Os valores percentuais do Bootstrap foram calcsladpartir de
1.000 réplicas e o valor de corte para uma arvorglensada foi de
65%.

RESULTADOS

As alturas médias (+ DP) das ostras coletadas mob&gzui,
Ribeirdo da Illha e nos pontos 1, 2 e 3 do estariRio Pacoti foram 57
+ 4,5 mm, 55 + 4,4 mm, 58 + 8,4 mm, 50 + 5,4 mm0Oe55,2 mm,
respectivamente. As temperaturas (e salinidadeayjda do mar nesses
locais foram 24,2°C (33,5 %o), 22,0°C (26,5%o0), 3@,&32 %o), 29,0°C
(29%0) e 29,8°C (23%o), respectivamente.

Tabela 1 Sequéncia do Genbank incluidas na analise daoetp espacador
interno transcritolternal Transcribed SpacerlTS) dePerkinsussp.

Espécies Numeros de acesso

P beihaiensis EF204019, EF204020, EF204021, EU068087,
EU068091, EU068092

P. chesapeaki AY876302, AY876304, AY876305, AY876311,
AY876314

. DQ516696, DQ516697, DQ516698, DQ516701,

P. honshuensis D8516702 Q Q Q

P marinus AY295180, AY295188, AY295189, AY295194,
AY295199

P mediterraneus AYA487834, AY487837, AY487842, DQ370491,
DQ370492

P olseni AF441207, AF441209, AF441213, AY435092,
AY820757

P. qugwadi AF151528

(taxon fora do grupo

Diagndstico dePerkinsus sp. por ensaios RFTM

O ensaio RFTM foi usado como a primeira e principahica de
diagnostico par®erkinsussp. Todas as ostras em Sambaqui e Ribeirao
da llha (Florianépolis) foram negativas para pesiiee em ensaios
RFTM. Em contrapartida, o Estuario do Rio Pacotir{#eza) teve
ostras infectadas pd&terkinsussp. As células aumentadas do patégeno
tinham forma esférica, de 5 a 55 um de didmetroranf coradas em
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claro ou escuro dependendo da profundidade de rpeéetdo lugol
(Fig. 2). A prevaléncia média de ostras infectadasamostras do
estuario do Rio Pacoti foi de 5,78% (26 de 450) cona variacdo nos
diferentes locais de 5,3 a 6,7% (Tabela 2). DeR&eostras RFTM-
positivas, 22 apresentaram infeccdo muito leve(do4 locais 1 e 3)
apresentaram infecgdo intensa (Fig. 2).

Figura 2. Preparacdo das branquias @massostrea rhizophorascubadas
em RFTM e coradas com lugol. Observam-se numerbgosdsporos de
Perkinsussp., em um caso de intensidade avancada. Barraadae= 200
pm.

Tabela 2 Prevaléncia (%) da infeccdo pdterkinsus sp. na ostra
Crassostrea rhizophorado estuario do Rio Pacoti (Fortaleza), baseada em
ensaios com Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RHTe histologia. Os
nimeros entre parénteses representam o nimero toes gmsitivas em
relagdo ao numero total de amostras analisadasaplar técnica.

RFTM Local da amostra Histologia
5,3% (8 de 150) 1 3,3% (1 de 30)
5,3% (8 de 150) 2 10,0% (3 de 30)

6,7% (10 de 150) 3 10,0% (3 de 30)
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Andlise histolégica

As ostras coletadas na llha de Santa Catarina pi@&sentaram
qualquer trofozoito derkinsussp. em analises histoldégicas. Amostras
de ostras do Estuario do Rio Pacoti continham 2Ba®scom
hipnésporos aumentados Berkinsussp. apos incubacdo em RFTM,
porém tecidos de apenas 7 destas ostras foranoix@adncluidos em
parafina para analise histologica (Tabela 2). Bestastras, apenas uma
(oriunda do ponto 3; encontrava-se intensamentectimda por
Perkinsussp. em RFTM) foi positiva nos cortes histolégieoas ostras
restantes (com infeccdo muito leve em RFTM) naocesgtaram
qualquer parasita nos cortes histolégicos. A irfiecde Perkinsus
confirmada histologicamente foi caracterizada p@lesenca de
trofozoitos (3 a 6um de didmetro) e esquizontes proliferando
ativamente (4 a pm de didmetro) entre o tecido conjuntivo (Figs.8 e
do manto, palpos labiais e glandula digestiva, emlagumas células
epiteliais dos tdbulos digestivos também tenharo sitbctadas nessas
ostras. Os trofozoitos deerkinsussp. apresentaram morfologia tipica
de anel com um vacuolo excéntrico ocupando umadgramea do
citoplasma e um nucleo excéntrico com um nucléobeminente (Fig.
3). Trofozoitos e esquizontes foram sistematicaenentbservados
fagocitados por hemdcitos (Figs. 3 e 4), rodeadmrs ygna matriz
acidofilica acelular e, aparentemente, saudaveéifitracdo hemocitica
nao foi associada com patdégenos. ObservacOes m@aiciem ostras
infectadas sdo necessarias para conhecer de fbranagante os efeitos
dessa espécie d@erkinsus sp. sobre os tecidos do hospedeiro
Crassostrea rhizophorae

Zoosporulagéo do parasita

Apdés 48 a 96 h de incubacdo em FSSW dos hipnésporos
aumentados ddé’erkinsussp. em RFTM, a zoosporulagdo ocorreu.
Vérios estagios da vida do parasita foram obsesjaducluindo
maduros, esporulacdo de pré-hipndsporos, zoosporangstrando
subdivisdes redutivas progressivas e proliferatidas zoosporontes,
agrupamentos de células-irmas de zoosporonte @@@wgyio maduro
contendo numerosos zoosporos moveis (Figs. 5/&p&has um tubo de
descarga ocorreu em cada zoosporangio (Figs. 7Zo83poros (2 um)
foram observados deixando o tubo de descarga.
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Figuras 3 e 4 Perkinsussp. infectando o tecido conjuntivo da ostra-de-goan
Crassostrea rhizophoraé-igura 3. Trofozoito fagocitado mostrando umaép
aparéncia anelada, um grande vacuolo (V) e um o@ileéntrico com nucléolo
proeminente (ponta de seta). Nota: ndcleo (seta)emhodcito que fagocitou o
trofozoito. Figura. 4. Esquizonte d®erkinsussp. (seta) contendo pequenas
células-filhas no interior do tecido conjuntivo rentlois tibulos da glandula
digestiva. Hematoxilina e eosina. Barras de esc&lam.

Figuras 5 a 8 Esporulagaadn vitro de Perkinsussp. em agua do mar filtrada
esterilizada. Fig. 5. Hipndsporo com um grande ebxricentral (V) e um
nuacleo periférico excéntrico. Fig. 6. Zoosporangimtendo aproximadamente
32 células zoosporontes em subdivisdo. Fig. 7. Bodsporontes em estagios
avancados de zoosporulacdo e mostrando tubos dargs(setas). Fig. 8.
Zoosporangio com tubo de descarga distendido (setm)merosos zodsporos.
Barras da escala = 50 mm.
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Deteccao ddPerkinsus sp. por PCR

Em um total de 26 ostras do Estuério do Rio Pareoésultado
foi positivo paraPerkinsussp. por ensaios RFTM: 8 do ponto 1; 8 do
ponto 2 e 10 do ponto 3. Dentre as 26 ostras RFds$itipas, 21 tinham
tecidos de DNA preservados para andlise de PCR:e810 ostras dos
pontos 1, 2 e 3 respectivamente. O papiitmersPerkITS resultou em
ampliconsdo tamanho esperado (687 bp) em 16 das 21 (76%stean
(Fig. 9) e 5 foram negativas (2 do ponto 1 e 3 oot 3). Os ensaios
foram repetidos duas vezes para as amostras resgafig ostras que
foram RFTM-positivas e PCR-negativas parBerkinsus sp.
apresentaram branquias com baixas intensidadededgdo nos ensaios
de RFTM. Seis amostras RFTM-negativas (duas de padéo do
estuario do Rio Pacoti) também foram negativas PGR. Duas
amostras extras utilizadas para experimentos deppoglacdo do
parasita foram analisadas por PCR e ambas produaraplicons
positivos.

Ensaios de PCR-RFLP

A endonucleaseRsd produziu trés fragmentos a partir de
ampliconsde PCR para todas as sete ostras infectaddepkinsussp.
(Fig. 10). Os tamanhos destes fragmentos correspmmda cerca de:
74, 195 e 418 ph, como previsto pela andlise daésmip posterior com
o software. Os isoladads vitro deP. olseniproduziram trés fragmentos
com tamanhos de banda semelhantes, mas nao idéfigo10).

Os padrdes de RFLP, a partir de digestdesHi#l de
ampliconsde PCR oriundos deBerkinsussp. que infectou as ostras
Crassostrea rhizophorae brasileiras, todos continham cinco
fragmentos. Quatro deles foram individualmente et no gel
poliacrilamida a 189, 173, 161 e 153 pb. Um adigiondo foi
vizualizado por ser muito pequeno (Fig. 10), depbl previsto pela
andlise da sequéncia posterior. Ao contrario, palise semelhante com
a mesma endonuclead®, olsenimostrou apenas trés fragmentos (Fig.
10).
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Figuras 9 e 10 Diagnéstico molecular deerkinsussp. infectando a ostra-de-
mangueCrassostrea rhizophorad-igura 9. Deteccao da regido ITS do rDNA
de Perkinsussp por PCR. M: marcadores de tamanho molecularbp)aC-:
controle negativo (agua); C +: controle positivaN@® isolado deP. olseny;
O1: ostra 1 Rerkinsussp.); O2: ostra 2Rerkinsussp.). Figura 10. PCR-RFLP
para o diagndstico diferencial 8erkinsusspp. A fragmentagdo dos padrdes de
produtos amplificados de PCR da regido ITS do rDd¢*°. olseni(P.0.) e o
Perkinsussp. (O1 e 02), ap6s digestdo com endonucldsae Hinfl.

Andlise filogenética da regiao ITS do rDNA

A andlise filogenética das sequéncias de DNA di&oelJ S do
parasita foi realizada para avaliar as afinidadasortbmicas de
Perkinsussp. do Brasil. Os produtos esperados da regiaaéT&37 pb
amplificados a partir de duas ostr@sassostrea rhizophora®CR
positiva foram sequenciados e comparados com sei@sérelatadas
para outras espécies Berkinsus Sequéncias de nucleotideo da regido
ITS dePerkinsussp. do Brasil foram depositadas GenBanksob os
ndmeros de acesso FJ472346 e FJ472347.

Pesquisas no BLASTN indicaram que sequéncias deatideos
da regido ITS de ambos isolados de PCR brasil@poesentaram a
maior identidade (97%) e também mostrou similagdadroximas para
sequéncias oriundas de regibes ITS de outras espdeiPerkinsus
Ambas as sequéncias da esp@aekinsussp. brasileira compartilharam
identidades altas de nucleotideos (~ 98%) com aguelcentemente
descritos para infeccdo poP. beihaiensis nas ostras chinesas
Crassostrea ariakensie C. hongkongensigMoss et al. 2008). Houve
também sequéncias da regido ITS moderadamente heatesl as
sequéncias da regido ITS Bemediterraneug~ 87%),P. olseni(~ 86%),
P. honshuensig~ 86%),P. marinus(~ 82%) eP. chesapeaki~ 82%);
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enquanto quélerkinsus qugwad{grupo de fora) apresentou a menor

homologia (<40%).

A analise de méaxima de parcimbnia indicou uma &sag
filogenética préxima entre isolados por PCRRikinsusbrasileiro
e P. beihaiensis As sequéncias da regido ITS obtidas foram
agrupadas com forte apoio num clado monofiléticoxipno de P.
beihaiensis 0 qual é irma de um outro clado monofilético eowio
Perkinsus olseniP. marinus P. mediterraneuse P. honshuensisO
grupo mais distante dos isolados por PCR brasilefara o grupo de

fora deP. qugwadifoi P. chesapeakiFig. 11).

92
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Figura. 11. Andlise de mé&xima parcimdnia das sequéncias gidadTS do
rDNA de diferentes espécies deerkinsus Os nlimeros mostram valores

bootstrap (%) para 1.000 réplicas.
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DISCUSSAO

Este estudo descreve, pela primeira vez em um pwlus
brasileiro, a presen¢a de uma infeccéo pelo pratazBerkinsussp. em
ostras-do-mangu€rassostrea rhizophorado estuario do Rio Pacoti e
que nao foi detectado em ostras do sul do Brasilpatasita foi
detectado por ensaios de RFTM, que séo relatamtos csendo uma
técnica sensivel e confiavel de diagnéstico paraeteccdo de
Perkinsussp. (Reece & Dungan 2006) e confirmado histologate.
Ensaios de PCR especificos para o gér@kinsus seguidos por
clonagem e sequenciamento a@pliconsda regido ITS conservada
entre as espécies conhecidas Rikinsusspp. (excetoP. qugwadi
sincertae sedjs(Casas et al. 2002a), posteriormente confirmarases
achados.

As diferencas de tamanho entre os trofozoitos wvhdes em
cortes histolégicos e os hipndsporos observados apé@cubacéo de
tecidos infectados em RFTM demonstraram o alargamete
trofozoitos em RFTM, que é caracteristico &arkinsusspp. (Ray
1954, 1966), excetB. qugwadi(Blackbourn et al. 1998). A duragéo de
tempo nas mudancas morfolégicas através de todaoocegso de
zoosporulacdo e as caracteristicas morfoldgicazasporos sao todas
consistentes com as observacfes de oBeosinsusspp. (Sunila et al.
2001, Casas et al. 2002b, Dungan & Reece 2006, &uagal. 2007,
Moss et al. 2008).

Em cortes histoldgicos, as célulasRerkinsussp. infectando
C. rhizophoraeeram pequenas (3 apn) e mostraram a morfologia
anelada tipica de membros do género. Além diste, Rexkinsussp.
apresentou algumas semelhancas com a infecca®. fiimihaiensiem
ostras chinesas (Moss et al. 2008), tais como a@rthm pequeno,
prevaléncias de infec¢cdes com intensidade baixapitélio digestivo.
Em contraste, epitélios de bivalves japondRaditapes philippinarum
nao foram tipicamente infectados pBr honshuensiou P. olseni
(Dungan & Reece 2006), os quais possuem distribgicuase
exclusivas entre os tecidos conjuntivos (Dunganalet2007). No
entanto, as consequéncias patologicas de infeegdieC. rhizophorae
do nordeste do Brasil podem ter sido subestimaeagia ao baixo
numero de ostras com intensidade avancada (1 de3,86%) que
estiveram disponiveis para analise histologica. pfhesente trabalho
relata-se os resultados histolégicos de uma ogtrasamente infectada.
Perkinsus beihaiensis causou lesdes necréticas dentre o estdmago,
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intestino e epitélios da glandula digestiva deassthinesas infectadas
(Moss et al. 2008).

A fagocitose é o mecanismo de defesa celular map®rtante
dos bivalves, e as células &erkinsus sp., devido ao seu pequeno
tamanho, foram encontradas fagocitadas pelos h&mdcde
Crassostrea rhizophoraédNo entanto, a resposta pode ter sido ineficaz
para matar o parasita, uma vez que esquizontegrdste trofozoitos
foram observados dentro de vacuolos fagociticosa Essposta é
comum entre ostras infectadas ormarinus(La Peyre et al. 1995,
Villalba et al. 2004) e foi observada em ostrasrismente infectadas
por P. beihaiensigMoss et al. 2008). Em contraste, olsenj cujos
trofozoitos sdo maiores, muitas vezes mostram sot@apento em vez
de fagocitose como reacao do hospedeiro contradéger@ (Montes et
al. 1995, Park & Choi 2001, Dungan & Reece, 2006).

No presente estudo, a prevaléncia de infeccod2edansussp.
foi relativamente baixa e consistente com o fate géo ocorreram
mortalidades entre ostras nas populacdes afetades fqram
pesquisadas durante esta investigaggomarinus uma das espécies
mais nocivas para seu hospedeiro, a oSm@ssostrea virginicanos
Estados Unidos, regularmente causa prevaléncieadzle de infeccbes
de alta intensidade, que resultam em mortalidadesnais de ostras
(Ragone-Calvo et al. 2003). Em contrask, marinus infectando
Crassostrea corteziensim México mostrou prevaléncias muito baixas
(1 a 6%) e infeccbes tipicamente de baixa intedsid&ullian-Klanian
et al. 2008)Perkinsus beihaiensisjue é largamente difundido ao longo
da costa sul da China, infecta pelo menos duasiespée ostras com
prevaléncia variavel, dependendo do local (Moss. &008).

No presente trabalho, ensaios de PCR né&o confiméale 21,
25%) casos de RFTM-positivos. A razao mais provipala esta
discrepancia € a intensidade geralmente baixa daimdas infec¢des e
0s pequenos volumes de tecidos de branquia, a dastiquais o DNA
para os ensaios de PCR foram extraidos e ampliicaBm nosso
protocolo, relativamente grandes volumes de tecidasquiais foram
analisados por ensaios de RFTM, enquanto relatimEampequenas
subamostras de DNA desses tecidos foram testad&ngaios de PCR.
Discrepéncias semelhantes entre os resultados sdégosrde RFTM e
PCR tém sido descritos por outros autores (Reeake 2009) e diversas
fontes de artefatos de erro de amostragem qudigaialia acuidade de
ensaios de PCR tém sido revistas, incluindo ososfeie lesbes focais
ou localizadas (Burreson 2008).
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Apesar do fato de que as infecgbes Perkinsus olsenséo
relatadas em bivalveditar rostrata da vizinhanca do Uruguai
(Cremonte et al. 2005), nenhuma infeccdo Parkinsus sp. foi
encontrada entre as ostras amostradas nos lacpresknte trabalho na
maior regido produtora de ostra do sul do Brasike  localizada a
1.360 km da capital uruguaia. A atribuicdo do pendgbrasileiro para o
géneroPerkinsugoi confirmada posteriormente quando a regidofth'S
amplificada através da PCR com iniciadores espesifpara o género
(Casas et al. 2002a). Os padrbes de restricAeglaor amplificada
obtidos através da digestdo com duas endonuclgzesesitem a
discriminacdo entre a infec¢do geerkinsussp., emC. rhizophoraeda
costa brasileira de pelo menos quaPerkinsusspp. P. marinus
P. chesapeakiP. olseni e P. mediterraneuy, cujos perfis de PCGR
RFLP estdo disponiveis para comparacdo (Abollol.e2G06). Esses
resultados indicam quPerkinsussp. infectandoC. rhizophoraendo
pertence nem a espécie Berkinsuspreviamente relatada no Uruguai
(P. olsenj (Cremonte et al. 2005), nem mesmo aquela infdotam
mesma espécie de ostra na Jamdeakjnsuscf. marinug (Littlewood
2000), embora o Ultimo estudo n&do tenha utilizagoramentas
moleculares para a identificacdo da espécie daipara

O padrdo de RFLP de endonucled®sd de Perkinsus sp.
brasileiro diferiu ligeiramente daquele Beolsenie P. mediterraneug
consistentemente diferiu daqueleRlechesapealke P. marinus(Abollo
et al. 2006). Em contrapartida, o padkiofl RFLP dePerkinsussp. s6
foi similar ao daquele de. mediterraneusque também mostrou quatro
fragmentos (149, 162, 179 e 192 pb) (Abollo et28I06). Diferencas
sutis entre padrdes de banda de RFLP obtidos i gaferkinsussp.
brasileiro, P. olseni (Rsd) e P. mediterraneus (Hinfl), foram mais
facilmente separados em géis de poliacrilamida 6%k em géis de
agarose (Abollo et al. 2006). Assim, recomenda-ss® de gel néo-
desnaturante de poliacrilamida para melhorar a ilsbdade de
diagnostico diferencial deerkinsusspp. por PCR-RFLP. No entanto, a
RFLP sozinha ndo pode ser usada para determirdendificacdo do
parasita, especialmente para um eventual novo neerdbr género
Perkinsus A andlise filogenética baseada em sequénciasdeatideos
na regido ITS do rDNA, consistentemente alocowsoldos brasileiros
de PCR no génerBerkinsuse revelou alta homologia com sequéncias
oriundas da infeccao descrita recentementdPpdkinsus beihaienside
ostras chinesas (Moss et al. 2008). Infelizmenfgadréo de RFLP para
P. beihaiensise P. honshuensi®e de mais duas espécies descritas
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recentemente dBerkinsusndo puderam ser incluidos na analise desta
pesquisa, uma vez que o DNA ndo estava dispordvalgteste.

A andlise de maxima parcimdnia mostrou que as se@séncias
de Perkinsus sp. brasileiro formaram clado monofilético distint
préximo ao clado déerkinsusbeihaiensis No entanto, para avaliar
rigorosamente as aparentes relagcfes filogenétisaspqssam existir
entreP. beihaiensie infec¢des poPerkinsussp. em ostra-de-mangue,
C. rhizophoraeexigira extensa analise de sequéncias de nudestite
genes adicionais.

Conclui-se que as caracteristicas morfoldgicas readas por
microscopia éptica tais como o alargamento de RFI Byrgimento de
trofozoitos anelados, assim como os diversos eistentges resultados
de genética molecular obtidos, conclusivamenteaapa inclusdo do
patdgeno infectanddC. rhizophoraecomo um membro do género
Perkinsus Além disso, algumas semelhancas entre Rstkinsussp. e
P. beihaiensis baseado em caracteristicas histolégicas e ganétic
molecular sugerem uma afinidade taxondmica. E sargtente que um
Perkinsussp. encontrado em um molusco hospedeiro braspeidesse
mostrar afinidades taxonémicas em potencial com pamasita
encontrado em ostras chinesas e ndo Pemkinsusspp. oriundo de
regides vizinhas, incluindB. marinusinfectandoC. virginicano Golfo
do México (Gullian-Klanian et al. 2008) Rerkinsus olseninfectando
Pitar rostrata ao longo da costa do Uruguai (Cremonte et al. 2005
Futuros desafios incluem uma descricdo completainfieccdo de
Perkinsussp., na ostra brasileil@. rhizophorae o estabelecimento de
culturas isoladam vitro para a identificacdo definitiva; determinacdo da
gama de hospedeiros, efeitos patoldgicos e epidagiaodas infeccoes.
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CAPITULO IV — Estudo patoldégico da ostra de mangue
Crassostrea rhizophorae no Estuario do Rio Pacoti, CE,
Brasil.

O artigo serd enviado para publicacdo no periddicalournal of
Invertebrate Pathology, tendo sido redigido segundas normas da
referida revista cientifica
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RESUMO

A ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae (Bivalvia,
Ostreidae) € comumente coletada por marisqueirasestuarios do
Estado do Ceard, Nordeste do Brasil. Apesar da ridmpoa
socioecondmica desse recurso natural, sdo escasso®studos
relacionados as condicdes de salde das ostras regsa. Este
trabalho teve como objetivo investigar a presenega atteracOes
patolégicas na ostde-mangueC. rhizophoraeno Estuario do Rio
Pacoti, CE. Em agosto de 2008 e dezembro de 26@%tes de ostras
adultas dessa espécie (N=900) foram coletadaspnt8s do estuario.
As técnicas para avaliar as alteragbes patologioemm: analises
macroscoépicas, cultivo de tecidos em meio liquido tiglicolato
(RFTM), reacédo em cadeia da polimerase (PCR) paméirmacdo de
Perkinsuse histologia.Em 2009, os ensaios de RFTM detectaram a
presenca d@erkinsussp. infectando os tecidos @e rhizophoraecom
prevaléncia média de 5,1%, sendo de 1,3%, 6,7%% i@os pontos 1, 2
e 3, respectivamente. Os resultados das analiseCRenas amostras
positivas em RFTM foram negativos, possivelmenteidiea baixa
intensidade de infeccdo. Os cortes histolégicodircoaram a presenca
de células déerkinsussp. infectando o epitélio do intestino e o tecido
conjuntivo em torno da glandula digestiva @e rhizophoraecom
prevaléncias de3,3%; 20% e 13,3% nos pontos 1, 2 e 3
respectivamente, sem causar danos no hospebieinsatopsisp. foi o
protozoario observado com maior prevaléncia (at®40porém com
baixa intensidade de infeccdo e sem resposta @saleb hospedeiro.
Outros protozoarios observados forafirichodina, Sphenophrya,
Ancistrocomae um protozoario tip&teinhausia todos com baixas
intensidades. Entre os metazoarios as analise®gtéqicas mostraram
0 poliqueta Polydora com prevaléncias de até 93,3%. As analises
histoldgicas detectaram com baixa prevaléncia: uanbetario
possivelmente do génekdrastoma metacercérias de digenéticos néo
identificadas infectando a génada de machos e fdw rhizophorae
e larvas de cestdides do géndrglocephalumNenhum dos patégenos
detectados parece representar um problema graseapsalide da ostra
C. rhizophoraado Estuario do Rio Pacoti, uma vez que ndo héordia
mortalidades e a maior parte deles ocorreu comahbabensidade. No
entanto, um monitoramento continuo das enfermidadestes e em
outros moluscos nesse banco natural é recomendémel vez que foi
detectada a presenca de um protozoario do géRerkinsuscuja
espécie ainda néao foi identificada e nem seu pialgmatogénico.

Palavras chaveCrassostrea rhizophoraehistopatologia,Steinhausia
Perkinsussp., ostras.
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1. Introdugéo

O Estado do Ceara, no Nordeste do Brasil, apresénites areas
de manguezais onde habitam inimeras espécies aedsiyentre elas
ostrasde-mangue Crassostreaspp. Ostreidae), sururuslytella falcata
e M. guyanensisMytilidae) e o berbigdoAnomalocardia brasiliana
Veneridae). No Estuario do Rio Pacoti, localizadolitoral Leste do
Ceara, os bivalves sdo um recurso comumente esplofzelas
marisqueiras, denominacdo das mulheres que cotetamariscos nesta
regido. Este recurso representa uma atividade emmi@mica
importante para a regido, contribuindo para a stérgia das
comunidades que vivem em seu entorno.

Existem poucos estudos sobre a ocorréncia de paisggue
afetam as populagdes naturais de bivalves do EstadOeara. Até o
momento foram detectados nos moluscos bivalvesstigdEo do Rio
Jaguaribe, trematddeos digenéticos em berbigdésasiliana (Aradjo
e Rocha-Barreira, 2004); o protozodNematopsissp. (Apicomplexa,
Porosporidae) na ostra-de-mangu&rassostrea rhizophoraee o
metacestoéideTylocephalum(Cestoda, Tetragonocephalidae) (Sabry et
al. 2007). No Estuario do Rio Pacoti foram detezsddematopsisp.
infectando a ostr&. rhizophoragcolbniasbacterianas do tipo rickettsia
e larvas de trematédeos digenéticos infectandaéamibias e a gbnada
deA. brasiliang respectivamente (Ferreira et al. 2008).

Estudos sobre patologias em moluscos sdo impostamtea vez
gue alguns patégenos podem afetar e até causalinexies massivas
entres as populagfes sejam elas de bancos naturaisltivadas. Os
trematddeos digenéticos do génBrephalugDigenea, Bucephalidae)
sdo importantes parasitas de bivalves marinhossrulud causar danos
patolégicos significativos, caracterizados prinkimnte pela castracao
do hospedeiro (Lauckner, 1983). Por outro ladeasdeTylocephalum
ja foram registradas em uma grande variedade despus sem causar
patologias (Cheng, 1967; Nascimento et al. 1986¢Hi Thorne, 2000;
Boehs e Magalhdes, 2004; Winstead et al. 2004;ySalMagalhaes,
2005; Boehs et al. 2010), porém em elevadas intades de infeccdes
poderiam causar estresse fisioldgico e, consequente, afetar o
crescimento e a reproducéo dos moluscos (McGladderly 2006).

A Organizacdo Mundial para a Saude Animal (OIE),sem lista
de patogenos de declaracéo obrigatoria para malugtzos seguintes
organismosprotozoarios, Haplosporidi@onamia ostreae B. exitiosa
Paramyxea:Marteilia refringens Perkinsozoa:Perkinsus marinuse



90

Perkinsusolseni a bactériaXenohaliotis californiensig o virus de tipo
Herpes que afeta abalones.

As duas espécies do généerkinsusacima citadas, tém causado
impactos significativos nas popula¢gfes de molugmngodo o mundo
(Villalba et al. 2004; Choi e Park, 2010Rerkinsus marinusé
responsavel por mortalidades da ostra ameri€xaasostrea virginica
ao longo da costa Atlantica dos Estados Unidos KoGlm México
(Burreson et al. 1996). A ostr@rassostrea rhizophoraenostrou-se
suscetivel a infeccbes pd?. marinus apds ensaios experimentais
(Bushek et al. 2002Rerkinsus olsencausou mortalidades no abalone
Haliotis rubra na Austrdlia (Lester e Davis, 1981); no berbigéo
Ruditapes decussatuie Portugal (Azevedo, 1989) e foi descrito em
diversos bivalves de diferentes paises (Cremorak 2005a; Dungan et
al. 2007; Elandaloussi et al. 2009; Choi e Part020

Considerando a importancia dos bivalves como reaquatural de
subsisténcia para as populagfes ribeirinhas doafistalo Pacoti e
prevendo o desenvolvimento futuro da ostreicultwr&stado do Ceara,
0 presente trabalho realizou um estudo dos patégemcontrados nas
ostras nativa€. rhizophoraedo Estuario do Rio Pacoti, Ceara.

2. Material e Métodos
2.1. Amostragem das ostras

As ostras da espécie. rhizophoraeforam coletadas das raizes
do mangue vermelhBhizophora manglem trés pontos do Estuario do
Rio Pacoti (Ponto 1: 3°49'8" S, 38°25'9" W; pndaia desembocadura
do estuario; Ponto 2: 3°49'15" S, 38°25'10" Wjasio préximo a um
cultivo de ostra do mangue e o Ponto 3: 3°49'193&25'11" W,
localizado mais afastado da desembocadura do Rjoré~1). Cada um
dos pontos dista aproximadamente 1 km um do oABaoletas foram
realizadas no més de agosto de 2008 (inverno) enden de 2009
(verdo), retirando-se a cada més e ponto de cti€astras, totalizando
900 amostras para as analises.

A temperatura e a salinidade da agua do estuaiaonfonedidas
em cada ponto no dia da coleta das ostras. A tetupamos pontos 1 e
3 do estuario foi de 29°C e no ponto 2 foi de 30f€ano de 2008. Em
2009 a temperatura foi de 29°C (pontos 1 e 3) 23d€ (ponto 2). J4 a
salinidade foi de 32, 29 e 23 %o (2008) e de 38 8% %o (2009) para
0s pontos 1, 2 e 3, respectivamente (Tabela 1).
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No laboratério as ostras foram medidas (altura daclta)
segundo Galtsoff (1964) e abertas para observagiwostipica da
concha e 6rgdos internos (manto, branquias, goreadglandula
digestiva), para verificar a ocorréncia de alteesgiatolégicas.

38°25W

Estado do CEARA

BRASIL

Figura 1. Mapa ressaltando o Rio Pacoti, Ceara onde sézaces trés pontos
de amostragem de ostras na regido estuariha. ponto proximo a
desembocadura do estuari. ponto localizado préximo a um cultivo de ostra
do mangueE;. ponto afastado da desembocadura do Rio.

Todos os animais coletados em cada um dos 3 pdetasleta
dentro do estuario (N= 150) tiveram seus tecidaxgusados para a
técnica do cultivo em meio liquido de tioglicolai®ay’'s fluid
thioglycollate mediumRFTM (item 2.2) e tiveram as branquias fixadas
em é&lcool 95% para analises posteriores de corfamda presenca de
Perkinsuspor reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Do detdl50
ostras de cada ponto, 30 foram preparadas paesdustoldgicos (item
2.3), totalizando 180 individuos.

Vale ressaltar que os resultados das amostraadateem 2008
gue dizem respeito & ocorrénciaRErkinsussp. encontram-se descritos
em Sabry et al. (2009).
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2.2. Incubacéo de tecidos em meio liquido de totdto de Ray
(RFTM)

Duas demibranquias e o reto de cada animal foraubados em
meio liquido de tioglicolato por 7 dias no escurca etemperatura
ambiente. Apés o periodo de incubacgéo, os tecidaf coletados,
macerados sobre uma lamina e corados com solucdogde (OIE,
2009), segundo o método descrito por Ray (1954pré&parado foi
observado ao microscopio Optico para confirmar asgmca de
hipnésporos do géneferkinsus 0os quais sao esféricos e as paredes se
coram de azul ou negro azulado.

A intensidade de infeccdo p@erkinsusnos tecidos das ostras
Crassostrea rhizophoraei adaptada a partir da escala de Mackin (Ray,
1954), onde:

0 = sem infeccdo: nenhum hipndsporo observado apidsiciosa
observacao de toda a lamina em objetiva de 10x;

1 = infec¢do muito leve: até 10 hipndsporos obskryam objetiva de
10x;

2 = infeccdo leve: de 11 a 100 hipnGsporos obsesvath objetiva de
10x;

3 = infeccdo moderada: até 40 hipnésporos obsesvaddotal de 10
campos aleatérios em objetiva de 40x espalhado®gara preparagao;
4 = infec¢do avancada: mais de 40 hipndsporos dmdes no total de
10 campos aleatdrios em objetiva de 40x e espahado toda a
preparacéo.

2.3. Preparac0es histoldgicas

De cada ostra (N= 180), uma seccéo transversalnooah foi
retirada amostrando-se varios 6rgaos, entre elsqbias, gbnada e
glandula digestiva. Os tecidos foram fixados enucad de Davidson
(Shaw e Battle, 1957) por 24 h, desidratados emséria gradativa de
alcool até 100%, diafanizados em xilol e impregisaeém parafina
histologica a 60C. Cortes de 5 um foram realizados e posteriormente
corados com hematoxilina de Harris e eosina (Howarl. 2004). Os
cortes obtidos foram analisados em microscopi@opti

A prevaléncia dos parasitas foi calculada como gendimero
total de animais parasitados sobre o0 nimero tetalsttas coletadas em
cada ponto de coleta (Bush et al. 1997).
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2.4. Diagnéstico de Perkinsus por reacdo em cadda
polimerase - PCR

A extragdo do DNA foi realizada com o kit DNAzol®
(Invitrogen seguindo o protocolo descrito pelo fabricanteaRareacao
de PCR foram utilizados os iniciadores PerkITS 88/{Casas et al.
2002) que hibridizam especificamente com regifessewadas do
espacador interno transcrito (ITS) da regido do plero de genes
que codificam para o &cido ribonucléico riboss6mid@NA), que
sdo exclusivos para membros do gén@mrkinsus (exceto para
Perkinsus qugwadi incertae sedi€omo controle positivo utilizou-se
DNA extraido de células d®erkinsus olsenide cultivo in vitro
gentiimente cedidas pelo Dr. Antonio Villalba do n@e de
Investigacions Marinas (CIMA) da Espanha. No cdatmoegativo o
DNA foi substituido por 6D Milli-Q.

As reacdes de PCR foram realizadas em reacdes dgl 25

contendo 1ul (50 a 100 ng) da amostra de DNA gendmico, tangso
PCR 1x concentrado, Mg&Ch 1,5 mM, nucleotideos a 0,2 mM cada,
iniciadores a 0,8M e 1 unidade d@aqDNA polimerase Iqvitrogen).
O protocolo incluiu desnaturagcédo do DNA a 94°C Homin.; 35 ciclos
de amplificacdo a 94°C por 1 min, 55°C por 1 miA28C por 1 min
seguido de uma extenséo final a 72°C por 10 mirprodutos da PCR
foram separados num gel de agarose 1,5%, lavaddanepdio 1x Tris-
EDTA (TE) e corados com brometo etidio.

3. Resultados
3.1. Biometria

A biometria das ostraSrassostrea rhizophorado Estuario do
Rio Pacoti teve como objetivo apenas verificar rmaiaho dos animais
gue seriam submetidos as andlises patolégicas, semido, fazer
comparagdes de crescimento entre 0s animais nosspd® amostragem
e também ndo teve o objetivo de relacionar o tamalols animais com
a presenca e/ou auséncia de parasitismo.

As alturas médias das ostras coletadas nos pont®se13 do
estuario do Rio Pacoti, em 2008 e 2009 encontrana$abela 1.
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3.2. Andlises macroscopicas

As observagBes macroscopicas das osttas rhizophorae
coletadas em 2008 e 2009 nédo evidenciaram a peestna@lteracdes
aparentes, mas observou-se o0 parasitismo pelouptdigdo género
Polydora (Polychaeta: Spionidae), nas valvas das ostrasiféstacéo
por Polydorafoi caracterizada pela presenca de tubos horisootan
coloracao preta. A espécie Belydora,na ocasido, ndo foi identificada.

Em 2008, a infestacdo pdtolydora foi elevada em todos os
pontos do estudrio, chegando a atingir uma presi@émaxima de
93,3% no ponto 1. Em 2009, a prevaléncia maximadoi48,7%,
registrada no ponto 1 do estudrio (Tabela 1).

3.3. Incubacéo de tecidos em meio liquido de tiotdto de Ray
(RFTM)

Em 2009, a incubacdo das branquias e do reto d@asos
Crassostrea rhizophoraem meio liquido de tioglicolato mostrou a
presenca de hipnésporos tipicosRirkinsus As células do patégeno
eram esféricas, tinham tamanhos variando de 10arb8e didmetro e
se coraram fortemente de preto-azulado pelo [uggl RA).

A prevaléncia média de ostras infectadasRmkinsussp., nos 3
pontos foi de 5,1% (23 ostras de 450). As prev@dnem cada ponto
do estuério variaram de 1,3% a 7,3% (Tabela 2). P&sostras
diagnosticadas positivas por RFTM, 20 (87%) apitesam infeccéo
muito leve e apenas 3 ostras (13%) apresentaraocid leve, sendo
duas delas do ponto 2 e uma do ponto 3 do estuarioimero de
hipnésporos nos animais com intensidade muito l&r@u de 1 a 9
(3,3 £2,3; N =20) e nos com intensidade leve&la 50 células (31,7 +
14,3; N = 3).

A técnica do cultivo dos tecidos em meio liquidotidglicolato
(RFTM) também se mostrou eficaz para a deteccagrdtmzoario
NematopsisAinda queNematopsisido tenha se corado de preto pelo
lugol, este se apresentou bastante refringenta fa@imente observado
entre as células das branquias da ostra em objeiva20x ao
microscopio. Este patégeno foi detectado em todamietas realizadas
nos dois periodos (2008 e 2009) e nos trés pomdsstuario do Rio
Pacoti. Em 2008as prevaléncias ddematopsisp. foram elevadas e
variaram de 96% (ponto 2) a 100% (pontos 1 e 3uamp que
curiosamente em 2009 as prevaléncias foram muit@afaalcancando
um maximo de 2% (ponto 2) (Tabela 1).
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3.4. Andlises histopatoldgicas

As analises histol6gicas evidenciaram varios p@:sias ostras
utilizadas neste estudo (Tabela 1) sendo elesozwétios dos géneros
Perkinsus, Trichodina, Sphenophrya, AncistrocomtginBausia e
Nematopsis. Entre 0s metazoarios foram observados turbelarios
possivelmente do génerdrastoma, metacercarias de trematédeos e
cestoides do génefitylocephalum

3.4.1. Protozoarios

O protozoéario do génerBerkinsusfoi detectado novamente nas
ostras coletadas em 2009 no Estuério do Rio Pa@stirofozoitos de
Perkinsus sp. foram observados infectando o epitélio dos awga
digestivos e o tecido conjuntivo das ostras (Fa#s.e 2C). As células
do patégeno eram arredondadas com diametro varizmde 3 e §um,
apresentavam um vacuolo ocupando grande parteldme&adnterno da
célula, nucleo excéntrico e um nucléolo proemine(f. 2C).
Perkinsussp. causou alteragdo da estrutura normal do tegdelial e
conjuntivo das ostras infectadas.

As prevaléncias dePerkinsus sp. observadas nos cortes
histoldgicos foram baixas sendo: 3,3; 20,0 e 13®%pontos 1, 2 e 3,
respectivamente (Tabela 2). Considerando os trétopalo estuario
juntos, a prevaléncia média deerkinsussp. detectada em cortes
histolégicos foi de 12,2% (11/90). A histologia fiomou todos os
casos positivos diagnosticados por RFTM e aindeloevdois casos a
mais de ostras infectadas pBerkinsussp. que nao haviam sido
diagnosticados pela técnica RFTM.

Somente um ciliado do génerdrichodina (Ciliophora:
Trichodinidae) foi visualizado proximo as lamelasrguiais de uma
ostra coletada no ponto 1, em 2008. O ciliado tifdrenato oval e
media 13um em seu maior eixo (Fig. 2D).

Ciliados do tipoSphenophry#Ciliophora: Sphenophryidae) foram
detectados em contato com os filamentos branqdassostras. Estes
ciliados eram ovais, mediam de 5 a 181 em seu maior eixo e
apresentavam macronucleos basofilos e um citoplass@aofilo (Fig.
2E). A maxima prevaléncia d&phenophrydoi observada no ponto 3
do estuario em 2009 (23,3%) e as menores nos p&néof em 2008
(3,3%) (Tabela 1). A intensidade foi baixa e varida 1 a 11
ciliados/corte histoldgico. Nenhum dano foi obsdovanas branquias
dos animais infectados.



Tabela 1. Prevaléncia (%) de patdgenos detectados na ostredgueCrassostrea rhizophoraem 3
pontos (pontos: 1, 2 e 3) do Estuéario do Rio PaGaara, em agosto de 2008 e dezembro de 2009sé&né
macroscopica (AM, N=150), incubacéo de tecidos aeoriquido de tioglicolato de Ray (RFTM, N=150)
e corte histologico (CH, N=30). Altura média datas (mm) e Desvio Padréo (DP).

Patégenos

Prevaléncias (%)

2008 | 2009

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3

Altura média (mm) + DP

58+8.,4 5045,3 49,845,1 56,7+6,2 52,610 51,8+4,9

T.29°C |T.30°C |T.29°C |T.29°C |T.28°C |T.29°C
Sal. 32 %o | Sal. 29 %o | Sal. 23 %o | Sal. 38 %0 | Sal. 40 %o | Sal. 35 %o

Protozoarios
Trichodinasp.
Sphenophryap.
Ancistrocomasp.
Steinhausiasp.
Nematopsisp. (CH)
Nematopsisp. (RFTM)

Metazodrios
Polydorasp. (AM)
Urastomasp.
Metacercérias
Tylocephalunsp.

3,3 - - - - -
3,3 3,3 - 20,0 13,3 23,3
20,0 17,2 16,7 3,3 - -
36,7 24,1 23,3 16,7 6,7 10,0
93,3 93,1 93,3 - - -
100 96 100 1,3 2,0 1,3
93,3 70,0 78,0 48,7 10,7 45,3

- 3,3 _ - - -

- - - - 16,7 6,7

- - 3,3 3,3 13,3 10,0
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Tabela 2 Prevaléncia (%) da infeccdo pBerkinsussp. na ostra-de-mangue
Crassostrea rhizophora€lo Estuario do Rio Pacoti, em 2009. Analises de
incubacdo de tecidos em meio liquido de tioglicold¢ Ray (RFTM) e cortes
histolégicos.

Pontos de coleta RFTM Corte histolégico
Infectados/total Infectados/total
1 1,3 (2/150) 3,3 (1/30)
2 6,7 (10/150) 20,0 (6/30)
3 7,3 (11/150) 13,3 (4/30)
Prevaléncia Média 5,1 (23/450) 12,2 (11/90)

Ciliados pertencentes ao génencistrocoma (Ciliophora:
Ancistrocomidae) foram evidenciados no limen dbsiluis digestivos.
Estes ciliados tinham formato de pera, com tamaleh®0 a 2um em
seu maior eixo (Fig. 2F). Em 2008, as prevalénciamram de 16,7 a
20%, enquanto em 2009 s6 ocorreram em ostras do focom baixa
prevaléncia (3,3%) (Tabela 1). A intensidade foixda(l a 4
ciliados/corte histol6gico). Apenas uma ostra emlatem 2008 (ponto
1) apresentou 9 ciliados com até 3 exemplares erdmiga tubo digestivo.
No entanto, nenhuma reacdo de defesa por parteosjpedieiro foi
evidenciada e nenhuma lesao foi observada noiepl@idrgao.

Microsporideos do tipo Steinhausia (Microspora) foram
observados infectando o citoplasma dos ovocitosodias de mangue
Crassostrea rhizophoraalo Estuario do Rio Pacoti (Fig. 3A). O
protozoario caracterizou-se por apresentar um \Vacparasitario
contendo de 1 até 9 esporos em desenvolvimentda®anhos dos
vacuolos variaram de 4 au8. As maximas prevaléncias (36,7%, 24,1 e
23,3 nos pontos 1, 2 e 3, respectivamente) destmegue foram
observadas nas ostras coletadas em 2008 (TabelmlR009 elas
variaram de 6,7 a 16,7%. A prevaléncia média en8 26(0de 28% e em
2009 foi de 11,1%. A intensidade de infeccdo faxda similar entre os
anos, variando de 1 a 7 ovdcitos infectados/casteltigico em 2008 e
de 1 a1l em 2009.

Protozoarios do génerdNematopsis sp. foram detectados
infectando o tecido conjuntivo proximo a glanduigegdtiva, branquias
e manto das ostr&3. rhizophorag(Fig. 3B). Os oocistos ddematopsis
sp. tinham carater baséfilo e mediam de 9 auridem seu maior eixo.
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Em 2008, as prevaléncias tkematopsissp. foram elevadas e muito
similares nos trés pontos do estuario. Ao contraras amostras de
2009 nenhunNematopsidoi detectado pela histologia (Tabela 1). A
intensidade de infeccdo pdiematopsissp. foi baixa com poucos
oocistos (1 a 6) por corte histologico. Nao fordmservadas lesbes no
tecido conjuntivo, nem infiltracdes de hemdcitosoagadas a infeccgéo.

3.4.2. Metazoarios

Um turbelério, possivelmente do génddoastoma (Turbellaria:
Urastomidae)oi observado pela primeira vez em uma Unica odtra
ponto 2, em 2008. O turbelario encontrava-se nimldeconjuntivo do
manto da ostra, apresentava um tamanho de 440qgandter eosinofilo
(Fig. 3C). Néao foi observada reacdo do hospedeinoregsenca do
parasita.

Metacercérias de trematédeos foram detectadas tedoindos
foliculos gonadicos de ostras macho e fémeas dalgtaomente em
2009, nos pontos 2 (16,7%) e 3 (6,7%) (Figs. 3D EB. 3As
metacercarias tinham um tamanho variando 117,5 @51¥m. Os
foliculos das ostras infestadas encontravam-se esmm estado de
desenvolvimento gonadico que outros foliculos néfestados. N&o
foram observados hemdcitos infiltrados nos folisulo

Larvas de cestdides (denominadas de metacestoides),
possivelmente do génefitylocephalumforam detectadaimfestando as
ostras no presente estudo. Observou-se uma reagimldgica do
hospedeiro que culminou com o encapsulamento da lpor varias
camadas de hemdcitos (Fig. 3F). Os metacestoidémameale 80 a 145
pm em seu maior eixo foram observados no tecidjuntvo na regido
préxima a glandula digestiva e houve um caso emogoetacestdide
foi encontrado no tecido conjuntivo da branquiaémlda reacdo de
encapsulamento, observou-se uma forte modificagdarguitetura da
branquia (Fig. 3F). Em 2008, uma ostra (3,3%) dmt@o3 foi
encontrada infestada com metacestéides enquantemu2009 esse
parasita esteve presente em ostras dos trés pdat@stuario, com
maior prevaléncia no ponto 2 (13,3%).

3.5. Diagndstico de Perkinssg. por PCR

As 23 ostras diagnosticadas positivas por RFTMbenstidas a
técnica da PCR para a confirmagéo da infeccad®pddinsussp. foram
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todas negativas. Duas amostras aleatérias negativeRFTM de cada
ponto de coleta foram confirmadas como negativa® .

Figura 2. Patogenos detectados em tecidosCdassostrea rhizophora@o
Estuario do Rio Pacoti, Ceara, em agosto de 2@&embro de 200Fig. 2a
Hipndsporos déerkinsussp. (seta) infectando as branquiasCdehizophorae
apo6s incubacdo em meio liquido de tioglicolato eados com solugédo de
Lugol. Fig. 2b. Trofozoitos déPerkinsussp. infectando o epitélio do intestino.
Note o vacuolo ocupando grande parte do citopladenaélula do parasita
(seta).Fig. 2c Trofozoito dePerkinsussp. (seta) no tecido conjuntivo préximo
a glandula digestivaFig. 2d. Trichodina sp. (seta) nas branquiasig. 2e
Sphenophryasp. (seta) em contato com as branquias das ostigs.2f.
Ancistrocomasp. (setajo limen de um tubulo digestivo. Barras: Fig. agh0
Figs. b; c. =1Qum; Figs. d; e; f. = 20m.
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Figura 3. Patogenos detectados em tecidosCdassostrea rhizophoraeo
Estuario do Rio Pacoti, Ceara em agosto de 20@&ensbro de 200%ig. 3a
Steinhausiasp. (seta) no citoplasma de um ovock@. 3b. Oocistos de
Nematopsisp. (seta) no tecido conjuntivo préximo aos tubumestivosFig.
3c. Turbelario infectando o tecido conjuntivo do mmanfigs 3d e 3e
Metacercarias de trematédeos (setas) infectanddolé=milos gonadicos de
machos e fémeas, respectivameriiig. 3f. MetacestdideTylocephalumsp.
(seta) no tecido conjuntivo da branquia. Note @rafiffio da configuracdo
normal da branquia. Barras = Figs. a; b gra0Figs. c; d; e; f. = 5@m.
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4, Discussao

De acordo com a Fundagéo Cearense de Meteoroldpawsos
Hidricos, a condicéo climatica no Estado do Ceacarécterizada por
um periodo bem marcado de chuvas que tem inicedlrgente no més
de janeiro (verdo) estendendo-se até maio (invé WINCEME, 2009).
No presente estudo, dois pardmetros fisico-quinfam@sn medidos, a
temperatura que néo sofreu variacéo e a saliniga€enostrou valores
menores (média de 28 %0) em agosto de 2008 (invezno)aiores
(38%0), em dezembro de 2009 (verdo). Estas difesenga valores de
salinidade caracterizam bem a sazonalidade naordg#ie fato poderia
explicar os valores distintos de prevaléncia deursdgorganismos
encontrados nas ostr@assostrea rhizophoraentre os dois periodos
estudados.

As prevaléncias de infestacBes p@olydora sp. em ostras
coletadas em agosto de 2008 nos trés pontos dériestio Rio Pacoti
foram muito elevadas e representaram o dobro daerwdilas em
dezembro de 2009. Em 2009, os valores de salirsdestgstrados na
ocasido da coleta foram maiores quando comparamosnadidos em
2008. Apesar disto, em 2009 o periodo chuvoso ntadgsfoi
prolongado e caracterizado por chuvas intensasdaacima da média
histérica (622 mm) e estendendo-se até o inicio pdanavera
(FUNCEME, 2009). Este grande aporte de agua doceeferido
estuario poderia ter contribuido para manter aigalde baixa por um
periodo maior de tempo. No periodo chuvoso de 20@@ye alta
mortalidade de ostras (marisqueiras, com. pes®.)estoque natural
praticamente se renovou a partir do inicio de autytortanto, as ostras
certamente mais jovens que as coletadas em ago8® t&eram um
menor tempo de exposicdo aos patdégenos, 0 quecaxgsi menores
prevaléncias encontradas no periodo. Gmssostrea madrasensio
estuario Mulki, na india, a quantidade de bolhadagiea nas conchas
causadas pdpolydora ciliata diminuiu nos meses da estagcdo chuvosa,
possivelmente devido o decréscimo da salinidadepf@n, 1978) nao
sendo o0 que ocorreu no presente estudo. Ainda, endigbes
experimentais quando a ostr&rassostrea gigasfoi exposta
artificialmente a banhos de agua doce, a infestagéid?olydora sp.
diminuiu significativamente (Nel et al. 1996). Emltovos deC. gigas
na Baixa Califérnia, México, as ostras cultivadagbmsersas
continuamente na &gua apresentaram uma maior @neial de
Polydoraem relacéo as cultivadas em sistemas expostosli&ceanas
marés baixas. A maior prevaléncia Blelydoraencontrada nas ostras
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foi relacionada ao maior de tempo de exposicdo pmigjuetos
(Céaceres-Martinez et al. 1998).

Polydorasp. (Polychaeta, Spionidae) infestam bivalves aras
partes do mundo, porém ndo causam mortalidadesd#yabto, 1991;
Bower et al. 1994). A consequéncia da infestacA@m éspecto
desagradavel que causa devido a formacgéo de belhdss contendo
sedimento e fezes do poligueto com coloracdo escara
consequentemente prejudica sobremaneira a sua cializecéo.
Polydoraja foi registrada em outros moluscos da costailbi@ssem
causar mortalidade (Ibbotson e Magalhdes, 2002h8eeMagalhées,
2004; Sabry e Magalhaes, 2005).

Os resultados do presente estudo mostram queras ostetadas
em agosto de 2008 encontravam-se magras quandcaap as de
2009, devido a alta prevaléncia Belydora No Brasil, a polidoriose é
uma doenca bem conhecida entre os produtores des aid litoral
catarinense, especialmente na regido de Floriaisppoinde as
prevaléncias d@olydora webstercostumam ser bastante elevadas na
ostra japones&Crassostrea gigasultivada (lbbotson e Magalhdes,
2002; Sabry e Magalhaes, 2005).

No presente trabalho varios protozoarios foram mbses, entre
eles o do génerPerkinsus que tem duas espécies listadas pela OIE.
Perkinsussp. foi detectado nos tecidos (reto e branquia) atdsas
Crassostrea rhizophoraapés incubacdo em RFTM com prevaléncias
baixas, similares aquelas detectadas em 2008 (®akay; 2009). Os
resultados das analises histologicas corroboraranresultados do
RFTM e, ainda, detectaram mais 2 casos positivossefa, negativos
por RFTM. Este fato é surpreendente, pois a técdwaRFTM é
considerada mais sensivel que a andlise histol@gita este patdgeno
(OIE, 2006) e envolve a utilizagdo de uma grandetidade de tecidos
para analise, enquanto a histologia e 0 PCR n&uobéi foi curioso o
resultado das analises de PCR, a técnica mais itlspeque nao
confirmou nenhum caso positivo por RFTM. A razaaapastes
resultados pode dever-se ao fato de praticamethds @s animais terem
apresentado intensidade de infec¢cdo muito levesegai entre 1 a 50
hipnésporos na branquia analisada por RFTM. E yeissjue no
pequeno pedaco de branquia conservado para aladdizado para o
PCR néo tivessem parasitas. Burreson (2008) tenutdls sobre a
ocorréncia de falsos negativos por PCR em anéatiseseteccdo de
parasitas de bivalves, e chegado a mesma concluséo.

Pela técnica de histologia, as células Rirkinsussp. foram
observadas com maior frequéncia no epitélio digegticom menor no
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tecido conjuntivo em torno da glandula digestiva d&tras nativas
Crassostrea rhizophorae causaram alteracéo da estrutura normal do
tecido epitelial e conjuntivo. Em infec¢des parkinsus beihaiensism
ostrasCrassostrea hongkongeng €. ariakensiglo sul da China (Moss

et al. 2008) e poPerkinsus marinugm C. corteziensidda costa do
México (Caceres-Martinez et al. 2008), as células epitélio do
intestino foram o principal alvo de infeccao pelpatégenos. Ao
contrario,Perkinsus olsenndo costuma infectar os epitélios digestivos
do berbigdo Ruditapes philippinarum(Dungan e Reece, 2006).
Perkinsus chesapeakéo causou lesfes nos tecidogdgelus plebeius
da Baia de Delaware (Bushek et al. 2008). Elevadfesces por
Perkinsus marinusem ostrasC. corteziensisda costa do México,
causaram destruicdo dos tecidos das bréanquias adgodinclusive
danificando severamente os foliculos germinati@#icéres-Martinez et
al. 2008). J&P. olsenifoi detectada infectando as branquias e varios
o6rgédos do bivalveRuditapes decussatuta Espanha, causando uma
inducao da infiltracdo de hemécitos nos tecidosciafdos (Elandaloussi
et al. 2009).

Vale ressaltar que recentemente foi feito o seguedastro de
Perkinsussp. no Brasil e o primeiro no Estado de Serdigekinsussp.
foi detectado infectando a ost@rassostrea brasilianale populacdes
naturais e cultivadas, do Estuario do Rio Sao HKsaac com
prevaléncias de até 82% nas amostras de cultiventmto, os autores
nao relataram danos aos hospedeiros devido a peeskn patdgeno
(Mendonca et al. 2010).

No presente estudo, até 0 momemterkinsussp. ndo representa
risco a saude das ostr@s rhizophoraedevido a baixa prevaléncia e
intensidade de infeccéo no Estuario do Rio Pacoti.

Um ciliado do génerdlrichodina foi observado infectando as
branquias de uma ostra coletada em agosto de 2Z0i&dos sao
organismos comensais que geralmente ndo afetanolasawos bivalves
(Bower et al. 1994) no entantdrichodina pode aderir-se as branquias
dos bivalves e quando em grande nimero causarslas8dilamentos
branquiais, como observado e@rassostrea angulatgBower et al.
1994). Trichodina j& foi registrado em varias espécies de moluscos
bivalves (Carballal et al. 2001; Boehs e Magalhaé84; Cremonte et
al. 2005b; Sabry e Magalhdes 2005). Em ostfa&ghodina pode
interferir no funcionamento normal das branquiasaasar lesdes no
epitélio branquial (Figueras e Villalba, 1988) e fi@ associada a
mortalidades em venerideos e ostreideos (Bowér B33 ; Boussaid et
al. 1999).Trichodinafoi detectada com prevaléncia moderada (24%) em
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ostras Crassostrea gigase muito baixa (1,2%) em berbigdes
Anomalocardia brasilianada Ilha de Santa Catarina (da Silva et al.
2010).

Sphenophryae Ancistrocomasdo comumente encontrados em
ostras sem causar danos ou mortalidades (Bowér%4; Villalba et
al. 1997; Hine e Thorne 2000; Winstead et al. 2084prevaléncia de
Sphenophryasp. nas amostras do ponto 3 do estuario em 2009 foi
relativamente alta (23,3%) quando comparada com 2%l registrada
para Crassostrea rhizophoraala Baia de Todos os Santos, BA
(Nascimento et all986), porém foi inferior a registrada p&agigas
(42%) da regido de Floriandpolis, SC (Pontinha,920@s trabalhos
acima citados também néo relatam danos causadosppehsita em
concordancia com o0s resultados obtidos no presestado. Ao
contrario, a formacao de tumores conhecidos comomas nos tecidos
deC. rhizophoraeda Baia de Camamu, BA foi associado a presenca de
SphenophrygBoehs et al. 2009)Ancistrocomasp. foi observado nas
ostras sem causar qualquer tipo de danos nos se@dooborando as
observacdes feitas por Nascimento et al. (1986 @arhizophoraeda
Bahia e por Pontinha (2009) patagigasde Santa Catarina. As baixas
intensidades de ciliados dos génesphenophrya e Ancistroconmas
ostras do presente trabalho indicam que esses ismyan estavam
presentes simplesmente como comensais.

Microsporideos do tip&teinhausigforam observados infectando
0 citoplasma dos ovocitos das ostras, chegandocangdr uma
prevaléncia maxima de 36,7% em 2008. Esses patsgafertam o
citoplasma dos ovocitos, podendo resultar em umnta fofiltracdo de
hemacitos (Bower et al. 1994; Green et al. 2008htd nas amostras de
2008 quanto nas de 2009 a intensidade de infeog@aika e ndo foram
observados danos aos foliculos que estavam em qggénese
avancada. O protozoaridsteinhausia foi encontrado parasitando
ovdcitos de mexilhdellytilus galloprovincialisda EspanhéRobledo et
al. 1994); Golfo Thermaikos (norte do Mar Egeu, ¢&f (Rayyan e
Chintiroglou, 2003); do noroeste da Australia (3oaeeCreeper, 2006) e
em Mytilus sp. da Franca (Comtet et al. 2008jeinhausigdambém foi
detectado em ostr&rassostrea hongkongengls Sul da ChindMoss
et al. 2007) eSaccostrea glomerat@lo Rio Pimpama, Sudeste de
Queensland (Green et al. 2008) e em berbigastoderma edulda
costa da Galicia, Espanha  (Carballal et al. 200J4 na ostra
Saccostrea glomeratala Australia, a ocorréncia dgteinhausiasp.
causou reabsorcdo dos ovocitos e epitélio germ@aihnduziu a
infiltracdo de hemacitos dentro dos foliculos gao@sl (Green et al.
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2008). No Brasil, Steinhausia mytilovunioi relatada no mexilhdo
Mytella guyanensisle um banco natural no Estuario do Rio Amazonas,
Para, com prevaléncia de 6,6% (Matos et al. 20BB).espécies de
bivalves da llha de Santa Catarina o protozo&teinhausiasp. foi
observado em ostraSrassostrea gigasle cultivo (Pontinha, 2009),
berbigbesAnomalocardia brasilianaexplotados comercialmente (da
Silva et al. 2010) e no mitilide®rachidontes solisianu@ontinha et al.
2010). Neste ultimo bivalve, a prevaléncia foi nmadea (38%).

No presente estudo, as andlises histologicas dedeact
Nematopsisp. apenas em ostras de 2008 com elevadissimagela
e nao induziu resposta do hospedeilematopsisutiliza bivalves
marinhos como hospedeiros intermediarios (Lauckd®83) e em
elevadas intensidades de infeccdo foram respomsspeeimortalidades
no berbigdoCerastoderma edal (Azevedo e Cachola, 1992) e ainda,
nessa mesma espécie de bivalve, causaram lesdegpgmente nos
filamentos branquiais (Carballal et al. 200&E)evadas prevaléncias de
Nematopsissp. também foram documentadas em varios moluscos da
costa brasileira (Nascimento et al., 1986; Sabilagalhdes, 2005,
Sabry et al. 2007; Pinto e Boehs, 2008). Eyitella guyanensisia
Bahia Nematopsissp. causou alteracbes na morfologia do manto e
branquias (Boehs et al. 2010) e também nos padiaid desse bivalve
(Ceuta, 2010).

Curiosamente no presente trabalho a técnica de RR@8frou-se
bastante sensivel para a deteccdo do protozdérmatopsisp. quando
comparada a técnica de histologia, apresentangdortznto, como uma
ferramenta Gtil também para estudos deste patégeno.

Ainda que 0s metazoarios sejam menos preocupaales s
moluscos, alguns deles podem afetar e causar dagmificativos, como
castracdo do hospedeiro. Entre eles destacam-sdreosmtdédeos
digenéticos, considerados os mais importantes ifegasetazoarios que
afetam os moluscos (Lauckner, 1983). No presented@s alguns
metazoarios foram observados em cortes histolégmmgm todos com
baixas prevaléncias e intensidades.

Um turbeléario, possivelmente do généhastomafoi observado
no tecido conjuntivo do manto d€rassostrea rhizophoraeEm
mexilhdes, esses turbelarios quando em grande plumsesionalmente
tém sido associados a destruicdo nas branquiade@iRobt al. 1994)
mas em ostras ndo existem relatos dessa naturama €Bal. 2000). A
ocorréncia desse turbelario no tecido conjuntivo gossivelmente
acidental uma vez que seu sitio habitual & na adeidas branquias.
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Metacercéarias de trematodeos nédo identificadosrfatetectadas
infestando as gbnadas de ostras de ambos os gexwosetacercarias
pareciam nao causar prejuizos significativos a tzgdeese.
Esporocistos da familia Bucephalidae sdo comumeloservados nas
gbnadas de bivalves causando a castracdo do hospedle larvas
cercarias se desenvolvem em esporocistos sendealvebio primeiro
hospedeiro intermediario (Lauckner, 1983; Bower,92)9 Ja as
metacercarias observadas neste estudo indicam datrdlia de
trematddeos, ainda nao identificada. Metacercdteasligenéticos nao
identificadas foram registradas eAnomalocardia brasilianae em
Iphigenia brasiliana (Bivalvia, Donacidae) na Bahia, em baixas
intensidades de infestagc&o, porém com respostafdsaddo hospedeiro
evidenciada pelo encapsulamento do parasita ¢raigfilo de hemécitos
(Boehs et al2010) e emA. brasilianada llha de Santa Catarina (da
Silva et al. 2010). Metacercarias dearvatrema sp. (Digenea,
Gymnophallidae) ocorreram com prevaléncias elevadas uma
populagédo de unha de velfiagelus plebeiuda Ilha de Santa Catarina
afetada por um evento de mortalidade (da Silva 2089).

Larvas de cestoides possivelmerifglocephalumsp., foram
detectadas em baixas prevaléncias em 2008 e 2088. dstras
infestadas foi observada reacdo hemocitaria e mmada de células de
natureza fibrosa resultando no encapsulamento doasifE
Tylocephalumsp. foi observado com prevaléncia alta (51,7%) em
Pinctada albina(Hine e Thorne, 2000) e variou de 7% a 58% em
Crassostrea virginicada Flérida (Winstead et al. 2004). No Brasil,
larvas deTylocepahunja foram detectadas em prevaléncias baixas em
varias espécies de moluscos bivalves (Nascimerab é086; Boehs e
Magalhdes 2004; Sabry e Magalhdes, 2005; Sabiy 20@7; Boehs et
al.. 2010, da Silva et al. 2010). Em todos ess#salinos os autores
relataram respostas dos hospedeiros evidenciadasinfiitracdo de
hemdécitos em torno do parasita.

No presente trabalho, os patdgenos encontradoscadgaram
danos ao hospedeiro e, com excecdo NEmatopsissp. e de
Tylocephalumsp. todos estdo sendo registrados pela primezaene
ostrasCrassostrea rhizophorago Estuario do Rio Pacoti, Ceara.

Até o momento, nenhum dos patégenos presentes treades
mangue,C. rhizophorae do Estuério do Rio Pacoti representa risco a
saude desse bivalve, uma vez que foram detectados lmixa
intensidade. No entanto, programas de monitorameasodoencas na
ostra sdo recomendados, principalmente aquelesdesitpara deteccéo
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de patégenos considerados de declaracdo obrigagori@alE, que
representam alto risco para as populacdes natucailiivadas.
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CAPITULO V - Consideracdes Finais

As andlises patologicas realizadas nas ostras asativ
Crassostrea rhizophoragcostdo) eC. gigas (cultivo) do
Sambaqui (Baia Norte) e Ribeirdo da llha (Baia 8alSanta
Catarina e nas ostr&s rhizophoraedo Estuario do Rio Pacoti,
Ceara, mostraram: a ocorréncia de algumas alteraeda
presenca de VAarios microorganismos sendo: hiprtrdbs
gametas, bactérias do tipo rickettsia, protozoados tipo
Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocoma, Steinhausa
Nematopsise metazoarios dos géner®slydora Urastoma
larvas de digenéticos nao identificadasylocephalune o
copépode possivelmente génerd®seudomiycola.

A intensidade de infeccdo e/ou infestacdo por [agas
(protozoarios e metazoarios) encontrados nas ostras
Crassostrea rhizophoragcostdo) eC. gigas (cultivo) do
Sambaqui (Baia Norte) e Ribeirdo da llha (Baia 8al)SC e

nas do Estuario do Rio Pacoti/CE foram considerdudosas,
mesmo quando as prevaléncias eram elevadas.

A técnica de cultivo em meio liquido de tioglicaaiRFTM)
diagnosticou pela primeira vez no Brasil o protomodao
género Perkinsus nas ostrasCrassostrea rhizophoraedo
Estuario do Rio Pacgtinas ndo nas duas espécies de ostras dos
dois locais estudados em Santa Catarina, indicasmtem
regides livres do patégeno.

As andlises de PCR seguida de técnicas adicioraitodagem

e sequenciamento da regido ITS do espacador intiemscrito
(ITS) do RNA ribossomal (RNAr) confirmaram se tratio
géneroPerkinsuse mostraram que a espécie tem similaridade
com a espéciB. beihaiensigjue infecta ostras na China.
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¢ Os parasitas encontrados nas ostras do SambaquR{{&€irao
da llha (SC) e Estuéario do Rio Pacoti (CE) inclaireds ostras
infectadas poPerkinsussp. do Ceara, até 0 momento parecem
nao causar impacto sobre essas populacdes de ostras

SUGESTOES

No Brasil ainda sdo poucos os estudos na areatdigia de
moluscos. O conhecimento das enfermidades que #&mmmesses
animais é fundamental para a prevencdo e contaseddencas, uma
vez que alguns patégenos constituem um risco patepara as
populagBes naturais e cultivadas. Esse fato indiazecessidade de
intensificacdo de pesquisas na area de patologizotiescos.

Alguns trabalhos, sobre parasitas em moluscos, ojant
realizados em bivalves da costa brasileira, contedtudos voltados
para a investigacdo de patdgenos de declaracagatiiia pela
Organizacdo Mundial para Saude Animal foram iniogadapenas
recentemente.

O presente trabalho registrou pela primeira vez@réncia de
um patdégeno do géneRerkinsuscuja espécie ainda néo foi identificada
e cujo género inclui duas espécies de declaracdigatiria pela
Organizagdo Mundial para Saiude Animal — OIE. Veksaltar que no
Estado do Ceara a pesquisa fRegkinsudfoi feita somente no Estuério
do Rio Pacoti proximo a Fortaleza e em uma Unipg&as de ostra. E
importante que esse estudo tenha continuidadengo lde varios anos
para se conhecer a dindmica da infeccdo e o impectowospedeiro e
nas demais espécies de bivalves da regido. Estadodetalhado faz-se
necessario para que se conheca a distribuicao plegseoario em toda
a costa brasileira, seus efeitos sobre as ostmseaelacdo com as
variaveis temperatura e salinidade ao longo do ano.
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