UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM AQUICULTURA

Efeito do manejo sobre a sobrevivéncia, ocorrédeipatégenos e
respostas imune da os€aassostrea gigasultivada no Sul do Brasil

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Aquicultura do Centro de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de
Santa Catarina, como requisito parcial a
obtencéao do titulo de Mestre em Aquicultura.

Orientadora: Aimé Rachel Magenta Magalhdes
Co-orientarora: Simone Suhnel

CELENE DA SILVA IVACHUK

Floriandpolis/SC
2012



Catalogagio na fonte pela Biblioteca Universitiria
da
Universidade Federal de Santa Catarina

Tvachuk, Celene da Silva

Efeito do manejo sobre a sobrevivéncia, ocorréncia de
patdégenos e respostas imune da ostra Crassostrea gigas
cultivada no Sul do Brasil [dissertacdo] / Celene da Silva

Ivachuk ; orientadora, Aimé Rachel Magenta Magalhdes ; co-
orientadora, Simone Sthnel. - Floriandépolis, SC, 2012.

67 p. ; 2lcm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de Pos-
Graduag¢do em Aguicultura.

Inclui referéncias

1. Aguicultura. 2. Manejo. 3. HSP70. 4. THC. 5.
Histopatologia. I. Magalhdes, Aimé& Rachel Magenta. II.
Slhnel, Simone. III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em Aquicultura. IV.
Titulo.




Efeito do manejo sobre a sobrevivéncia, ocorréncide patdogenos e
respostas imune da ostr&rassostrea gigas cultivada no Sul do Brasil

Por

CELENE DASILVA IVACHUK

Esta dissertacao foi julgada adequada para a @utatw;titulo de

MESTRE EM AQUICULTURA

e aprovada em sua forma final pelo Programa de
Pés-Graduagéo em Aquicultura.

Prof. Evoy Zaniboni Filho, Dr.
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Dra. Aimé Rachel Magenta Magalh&e®rientadora

Dra. Guisla Boehs

Dra. Maria Alcina Martins de Castro






AGRADECIMENTOS

A Deus, por permitir que eu trilhe esta jornadam ¢é e sadde.

A toda minha familia que mesmo longe sempre espegsente, em
especial a minha mée e a minha avo por todo o @&pc@mpanheirismo
proporcionados desde sempre, sendo um exemplo para de
dedicacéo e forca.

A professora Aimé Rachel M. Magalhdes pela origmagor todo o
apoio e pela confianca em meu trabalho. Obrigaaiéen pelas horas
de risos e descontracdo durante 0s encontros engag

A grande amiga e co-orientadora Simone Siinheina mais velha em
Floriandpolis. Obrigada por tudo!

A todos meus companheiros do LAMEX. Tudo se torpmssivel
porgue contei com o apoio, ajuda e carinho de yag¥adecimento em
especial ao Leonardo, Vitor, Marcelo, StephanigighMirelle, Luana,
Jennifer, Cristina, Ana Lucia, Penélope, Ana e Klgkicina, que se
tornaram grandes amigos, obrigada pelas horaslogtio e risos!

Ao Itamar e ao Bruno por todo o suporte e apoi@mler a realizacédo
dos trabalhos de campo. Obrigada também pelas Herdescontragcédo
e pelo cafezinho.

A Ana Lucia, por toda a ajuda na realizacdo dasidés histologicas e
ao Rafael “Budha”if memoriaf pelo apoio e por me apresentar pela
primeira vez o Sambaqui, foi a partir desse dia euealecidi o que
queria me tornar.

A equipe do laboratério LABCAI, em especial ao bg Jaco e a Dra.
Juliana Moser.

A todos do NEPAQ, pelas conversas de corredor easpel
confraternizagfes animadas!

Ao professor Dr. Jaime Ferreira e a professora Darguerita A.
Barraco pela ajuda na elaboracéo do projeto.

A professora Dra. Susete Wambier Christo pelo itiver apoio desde
sempre.

As minhas amigas Marcella, Anelise, Sabrina e Assirepela amizade
e por terem me acolhido e feito com que Florianépfitasse mais
divertida.

A todos os colegas de mestrado pelo companheirismo.

Ao Carlito, pela paciéncia e auxilio durante todwetiodo do mestrado.






Dedico este trabalho a minha mae Lanir e a vovinErsca.






Sede como 0s passaros que, ao pousarem um instdreramos
muito leves, sentem-nos ceder, mas cantam!
Eles sabem que possuem asas...”

Victor Hugo






RESUMO

Na aquicultura, 0 estresse causado por praticasamejo nos cultivos
pode comprometer a producdo de moluscos bivalvesinimog
deprimindo imunologicamente o0s animais e podendd-lies a
episédios de mortalidade. Com o objetivo de gerfarinacbes sobre a
influéncia do manejo sobre os aspectos imunoldgicissopatologia e
sobrevivéncia das ostr@assostrea gigaéThunberg, 1793) cultivadas,
foi conduzido experimento na area aquicola do Latbdo de Moluscos
Marinhos da Universidade Federal de Santa Cataram&raia da Ponta
do Sambagqui, Floriandpolis/SC, no periodo de demerde 2010 a
mar¢co de 2011 e junho a setembro de 2FHkam analisados dois
tratamentos: sem manejo (SM) e com manejo (CM), @prestou no
jateamento das lanternas de cultivos e das ostFagam coletados
animais mensalmente nos dois tratamentos e formadods de
hemolinfa, para andlise da expresséo da proteirchalgue térmico —
HSP70 e para a contagem total de hemécitos — TH@bém foram
preparadas laminas para andlises histopatologiCas.valores de
sobrevivéncia foram estatisticamente iguais nasa®sEM e SM. A
THC das ostras também nao foi influenciada pelo ejganmas a
temperatura da agua influenciou esse fator, sendo ag maiores
valores de THC foram observados no verdo. A queadifio relativa na
expressao da proteina HSP70 foi maior nas ostras Kilores
prevaléncias de protozoarios do ti@phenophryae Ancistrocoma
foram observadas nas ostras do tratamento CM. demplatégeno que
cause danos significativos a espécie e ao cul@/Grdssostrea gigas
foi observado.

Palavras-chaveCrassostrea gigamstra, manejo, HSP70, THC.






ABSTRACT

In aquaculture, the stress caused by the handtingultivation may
impair the production of marine bivalve molluskssulting in animal
immunological depression and possible occurrenckeafths. In order to
gather data that would indicate the effects of fdramdling on the
immunological aspects, histopathology, and survigdCrassostrea
gigasoysters (Thunberg, 1793), collections were corallicin the
aquaculture site at the Marine Mollusk Laboratory the Federal
University of Santa Catarina (Laboratério de MohssdViarinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina) in PontaSdmbaqui,
Floriandpolis / SC, Brazil, from December 2010 tarkh 2011, and
from June to September 20Two treatments were thus analyzed: with
no handling (SM, sem manejo) and with handling (@&¢gn manejo),
which consisted of the water spraying of farm rneges and oysters.
Every month, animals were collected from both trestts and pools of
hemolymph were formed for the analysis of the esgion of heat shock
protein - HSP70 and for the total haemocyte couRtHE. Slides were
also prepared for histopathological analysis. Sailvivalues were
statistically equal for CM and SM oysters. OystetCTwas not affected
by the handling, but it was affected by water terapge, where the
highest count of hemocytes occurred in the summanting. Relative
quantification in the expression of HSP70 protemsvalso higher for
CM oysters. Higher prevalence $phenophrydike and Ancistrocoma
like protozoae were observed in CM oysters. Ndggen that could
cause harm to the species and to the far@ra$sostrea gigawas
observed.

Keywords: Crassostrea gigaspyster, farm handling, HSP70, THC.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Producéo de ostr@sassostrea gigacultivadas no Estado
de Santa Catarina, em toneladas, nos anos de A¥Da................. 22

Artigo Cientifico

Figura 1.Temperatura e salinidade da agua do mBrala da Ponta
do Sambaqui, Florianopolis/SC, durante o periodestiedo. ............. 38

Figura 2. Numero total de ostras vivas e mortasarda o periodo de
Y= Lo TP PP PP PP PPPUPPPPRRIN 42

Figura 3. Valores de THC - contagem total de hetoédtéls x mr*
x 10° ) nos tratamentos CM e SM em ost@sassostrea gigas
cultivadas em Florian@polis. .........cccvvviveeeeeeieiie e 43

Figura 4. Valores mensais de THC - contagem tbdahemdcitos
(céls x m* x 1) na hemolinfa de ostra€rassostrea gigas
cultivadas em Floriandpolis. ............ccccoeeeeeeeeieeeee 43

Figura 5. Expressdo relativa da proteina HSP70 ostsas
Crassostrea gigasubmetidas aos tratamentos CM e SM. ...........45

Figura 6. Alteracdes e patdgenos encontrados ma ©sissostrea
IS e e e e e e e e e e e e e aeneeanennneeennennnnnn s DB,

Figura 7. Alteracdes e patdgenos encontrados ma ©sissostrea
o[ T= LSRR UURSURRRRRRRRRR ¥ 4

Figura 8. Numero de ostraSrassostrea gigasnfectadas pelos
ciliados Sphenophrya-like Ancistrocoma-likedurante o periodo de
ESEUAO. . .eeeiiiiii ittt A8

Figura 9. Prevaléncias mensais (%) dos ciligglplsenophrydike e
Ancistrocomdike em ostra€rassostrea gigas.......ccccvvvvveeeeeeeeeeeeeenn. 48






LISTA DE TABELAS
Artigo cientifico
Tabela 1. Sequéncias iniciadorpsrfierg usados para o gPCR ......... 39

Tabela 2. Valores de altura dos animais utilizadomsexperimento.
Valores de média (cm) £ desvio padrao. ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennen 41

Tabela 3. Sobrevivéncia das osttaassostrea gigasubmetidas aos
tratamentos CM e SM no periodo de VErao......ccccccuvvvveeveveeeeeennnnn. 42

Tabela 4. Niveis de expresséo relativa da protd®R70 nas ostras
manejadas durante o periodo de estudo.....ccccceeeeeeeeeeieiinin, 44






LISTA DE ABREVIATURAS

CM — com manejo

cDNA — DNA complementar

HSP — do inglékeat shock protein proteinas de choque térmico
gPCR - do inglégquantitativepolymerase chain reactionreagéo em
cadeia da polimerase em tempo real.

SM — sem manejo

THC — Contagem total de hemdcitos






SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt saenn e s 23
Artigo cientifico
I [ 11 70T [ Tot= o TR PP 34
2. Materiais € MEtOdOS .......cciviiviiiiiireeceeee e 36
3. RESUNAUOS ....oeviiiiiiiiiiieeee e e 40
3.1. Parametros fisico - qUIMICOS...........ceeeeeervviieieeeeeeeeeeeee 41
3.2, BIOMEINAS ....vvvveeieeee ittt et e e e 40
3.3. SODIeVIVENCIA....cciii it 42
3.4. Contagem total de hemOCitoS .........oveccmeemvveereeeev i, 44
3.5. Quantificacao dos niveis de transcritos daMSP............ 45
3.6. HiStOPALOIOGIA .. ..t e e e 41
A, DISCUSSAO.....uuuueiiiiaeeeiiiitieeee e e s ammmmeer et e e e e e et e e e e e e s s aibbeeeeeeas 51
5. Referéncias BIibliograficas ...........cccuvveeeevrieei i 55
AGradeCimeENTOS......coee i 61

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DA INTRODUCAO.............. 62






23

INTRODUCAO

O termo aquicultura faz referéncia a todas addatiles cujo
objetivo € o desenvolvimento, crescimento e corakreicdo de
organismos aquaticos, sejam eles cultivados em dgoe, salobra ou
salgada (PILLAY; KUTT, 2005). Nesse processo estétuidas varias
etapas para garantir a reproducdo, o crescimenso emgorda dos
animais, desde os primeiros estagios de vida &Seaadulta. Algas,
peixes, crustdceos e moluscos constituem os gragrdpss de maior
interesse para o cultivo aquicola.

Em termos mundiais, a aquicultura vem crescerafoahdo-se
assim um setor importante na producdo de alimemit@mente
protéicos. A producdo global relatada de peixesugos animais
aquaticos para o consumo humano, incluindo crussdeemoluscos,
alcancou 52,5 milhdes de toneladas em 2008, sendstras os bivalves
produzidos em maiores porcentagens: 31,8% (FAOQ)2(dinda no
ambito da aquicultura mundial, a América Latina egido do Caribe
mostraram uma média de crescimento anual de 22f6losque a
producdo de moluscos ocupa a segunda posicdo, 4dmmfilhdes de
toneladas, sendo precedida pela piscicultura da dgce (FAO, 2008).
Quanto ao cultivo de moluscos bivalves, a espécie domina a
producdo mundial é a ostra japones@rassostrea gigas
(Thunberg,1793), chegando a valores de 648.574antee no ano de
2009 (FAOQ, 2009).

Crassostrea gigagé uma espécie de ostra de alto valor protéico e
comercial. Tem se adaptado a diferentes litoraismundo e parece ser
menos vulneravel a doengas e predadores. Devidoaderado ritmo de
crescimento e facilidades de cultivo, no século &0espécie foi
introduzida em diversas partes do mundo, incluiigtados Unidos,
Chile, Canad4, Franca, Espanha, Escoécia, Inglatem&re outros
(DORE, 1991). No Brasil, a espécie foi introduzitla década de 70,
sendo os primeiros exemplares importados da Gr&etalha pelo
Instituto de Pesquisas da Marinha para a realizad@ocultivos
experimentais no Estado do Rio de Janeiro (POIl0420

No Estado de Santa Catarina, a introducdo da ¢mb@nesa
ocorreu nos anos 80. Através de parceria entreroduipres e a
Universidade Federal de Santa Catarina, o cultizoespécie foi se
especializando. Hoje, o Estado é responsavel petiugdo de 95% da
espécie no Pais, chegando a valores de 1.908 dasat® ano de 2010
(Figura 1), sendo Floriandpolis o municipio que sr@intribuiu para a
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producdo total, representando um total de 1.477%ladas, que
representa 77,4% da producdo estadual (EPAGRI,)2®dr isso,

Floriandpolis é chamada “capital nacional da ostfaproducdo desses
organismos € uma atividade de grande envolvimentaials

principalmente de pescadores artesanais que eammtr na

ostreicultura uma fonte de renda e trabalho, famesaa em colapso.

3152

2513

2004
2005
2006

2001
2002
2003
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2008
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2010

Figura 1. Producdo de osti@sassostrea gigasultivadas no Estado de Santa
Catarina, em toneladas, nos anos de 1991 a 20 03ER 2011)

A elevada producéo de bivalves a nivel mundia§ esdficionada
com o aparecimento de enfermidades com distintmssgile severidade
gue, em alguns casos, tem sido associado com eypEsie mortalidade
(PORTELA, 2008). A mortalidade de verao, fendbmeetectado pela
primeira vez no Japdo no ano de 1940 e de ocoarénandial para
Crassostrea gigagCHENEY; MACDONALD; ELSTON, 2000), tem
causado grandes perdas no cultivo em diversosspaifsgando animais
jovens e adultos sem sinais clinicos evidentes (QA@TQUER et al.,
1998). Estudos vém sendo feitos ao longo dos atmdos sugerem que
a mortalidade de verdo seja uma combinacdo deefaiatrinsecos e
extrinsecos. Entre os fatores extrinsecos, o mmgisriante parece ser a
elevagdo da temperatura da 4gua, que associadtatmes intrinsecos
como a gametogénese e a desova, debilitam o anidualns outros
fatores extrinsecos que podem auxiliar no estrdssanimal, sdo a
presenca de patdgenos e algumas praticas de ciNtiwvéranca, desde
1991, sementes dg&. gigasapresentam taxas de mortalidade de 60—
100% durante o verdo (BERTHELIN; KELLNER; MATHIEZ000).
Na Alemanha, Watermann et al. (2008) relataram gk 60% de
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ostrasCrassostrea gigaprovenientes de bancos naturais, em que todos
os tamanhos e idades foram afetados.

No Brasil, a mortalidade de verdo no cultivo derasstfoi
observada em Santa Catarina, nos anos 90 (POL2).19%té hoje, os
ostreicultores catarinenses relatam perdas desogéia o periodo do
verao (janeiro a margo), quando as temperaturadgda do mar séo
mais elevadas. Contudo, ainda ndo existe um esjudésentando a real
ocorréncia desta mortalidade, assim como sua id&fes e causa. A
falta de manejo adequado nesse periodo de maicercativacdo das
ostras é apontada como a principal e talvez Uniaasac das
mortalidades. A auséncia de corretas préaticas Hizasuem relacdo a
densidade de ostras por lanternas, espacamente espinhéis e
lanternas e limpeza das estruturas envolvidas naei@stura,
juntamente com perturbacbes ambientais, podem rafetaestado
fisioldgico e imunoldgico dos organismos gerandoasinesse €, como
consequéncia, induzindo suscetibilidade a doenfasmrecendo o
estabelecimento de enfermidades.

Para as ostras cultivadas no litoral do municigid-brianépolis,
as duvidas também existem quanto a ocorréncia destalidade de
verdo, sua intensidade e causas. A pesquisa pasiiaranesse
entendimento deve, também, se preocupar com gsesi@eionadas ao
manejo no cultivo, além de acompanhamento de algamdmetros
imunolégicos e da salude das ostras de forma geral.

O Manual da BMLP (2003) Brazilian Mariculture Linkage
Program— cita quepraticas de manejo corretas devem ser empregadas
durante o cultivo, a fim de evitar o acimulo deeriat incrustante nas
ostras, tendo-se cuidado, principalmente, com sepga de organismos
vivos indesejaveis e ainda com o acumulo de lodmalha, o que pode
vir a impedir a circulacdo da agua e favoreceraqwd de predadores e
de organismos incrustantes, impedindo o desenvehtondas ostras,
podendo leva-las & morte. Nas fazendas de culpia@ uma limpeza
efetiva das ostras e das lanternas de cultivo slizadas as bombas de
limpeza, um hidro-compressor ou moto-bomba. Aselmats sao
deixadas ao ar, para secagem, eliminacdo e modeodyanismos
indesejaveis, facilitando em seguida a raspagem.

A grande maioria dos parasitos conhecidos comoadauss de
morbidade e mortalidade em bivalves séo os pemésE@o grupo das
bactérias e ao dos protozoarios (MAGALHAES et20Q0; Da SILVA;
MAGALHAES; BARRACCO, 2002; FRIEDMAN et al., 2005;
MAGALHAES; FERREIRA, 2006 e WATERMANN et al., 2008Em
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muitos casos, as doencas por eles causadas provpendas
recorrentes, que podem vir a dizimar os estoquesais e estancar a
industria da producéo, como foi o caso @strea edulisna Europa,
afetada por duas doencgas: a marteiliose e a bosejréausadas pelos
protozoariosMarteilia refringense Bonamia ostreaerespectivamente.
Outro protozoario que também causa mortalidadessiv@asem
diferentes espécies de bivalves Baskinsus de notificagdo obrigatéria
a OIE - Organizacgéao Internacional de Epizootiagk(Q012).

No Brasil, a pesquisa na area de patologia deJasa¢ ainda
recente. S0 poucos 0s grupos de pesquisa no [Raigstudam esse
tema, sendo realizados estudos principalmente enta S@atarina,
Bahia, Paraiba, Ceara e Para.

Das publicacdes que revisam as enfermidades eadastiaté o
momento na ostr&rassostrea gigano Estado de Santa Catarina, como
as de Sabry e Magalhdes (2005) e Pontinha (20@9)ithcdes de
protozoarios, como os dos géneforistocroma Sphenophry& os da
familia Trichodinidae, todos em baixa patogenic&ladeve intensidade
de infeccdo. Entre os metazoarios infestantesCdgigas Ibbotson
(2002) observou prevaléncias do anelideo perfur&ulydora sp.
(Polychaeta: Spionidae) em todos os meses amosiratiegando a
100% no periodo de aguas mais frias. Os traball@sSabry e
Magalhaes (2005) e Pontinha (2009) registraraneeaténcia de 100%
de Polydora websterhas ostras durante a maior parte do ano, o que
compromete a qualidade do produto final, ainda qd® cause
mortalidade nos moluscos.

Entre os protozoarios de notificacdo obrigatériabr$ et al.
(2009) relataram pela primeira vez no litoral ceaeg a presenca do
protozoario patogénico do géndeerkinsus causador da enfermidade
“Perkinsiose”, na ostra-do-mangue Cr@ssostrea rhizophoraeno
Estuéario do Rio Pacoti. Este foi primeiro registi® ocorréncia de um
parasito do génerBerkinsusem bivalves no Brasil. Estudos recentes
realizados por Da Silva et al. (2012) identificare@mo sendo a espécie
Perkinsus marinusNa ostra nativa norte america@a virginica, a
espécieP. marinuscausou mortalidades superiores a 95% (BOWER et
al., 1994). E um protozoario que infesta todoseoglos da ostra, onde
s6 a observagdo microscopica dos tecidos revetaasita.Crassostrea
gigasparece ser mais resistente a esse patégeno, nzas gistribuicéo
assinalada para a costa leste dos Estados Unatogjch, Porto Rico,
Cuba (MAGALHAES et al., 2000). Essa doenca estaciehada a
aguas do mar com temperaturas superiores a 209do sen problema
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potencial para os moluscos no litoral brasileimar. iBso é necesséario um
constante monitoramento desse protozoario nollitler&ais.

Para a deteccdo de patdgenos, é importante o0 estudo
microscopico dos tecidos dos animais, através aecs histoldgicas,
usadas para estudar estruturas da célula e ddegestb microscopia de
luz. As preparagfes do tecido a ser analisadoeanciferentes passos,
com inclusdo em parafina, cortes em micrétomo eragho HE
(hematoxilina-eosina), sendo as mais utilizadas eeomendadas

(MAGALHAES et al., 2000 e OIE, 2009).
Sistema imunoldgico das ostras

Segundo Abbas; Lichtman e Pillai (2010), imunidédéefinida
como uma reacdao frente a substancias exdgenas, aivaertes, entre
as quais se inclui tanto microorganismos e macrécutds como
proteinas ou lipopolissacarideos. Para o reconleetare imobilizacao
de microorganismos e parasitas, 0s bivalves néaessde um
mecanismo de defesa imediato e eficiente.

Diferente dos vertebrados, as ostras ndo possuersisiema
imune adaptativo, com memdria imunolégica e produdg moléculas
de reconhecimento altamente especificas como ogoguds. A
imunidade nos moluscos bivalves, assim como nos adem
invertebrados, é conferida tanto pelas barreiraga e quimicas
protetoras, como a concha e a producdo de mucm também, por
células de defesa, denominadas hemoécitos e porcatadéliticas no
plasma (FENG, 1988; ROCH, 1999; PORTELA, 2008).

O sistema de defesa é dito como inato ou natureidalea
presenca de moléculas de defesa antes mesmo datocatm o
patégeno. E um sistema inespecifico, pois ndo tecapacidade de
discriminar diferencas entre agentes estranhognfltz com que a
resposta imune seja exatamente igual a cada refidfe&m todos os
animais o sistema inato age de forma a protegegansmo buscando
manter a homeostasia corporea.

Nos bivalves, devido ao seu sistema circulatoriertab todos os
tecidos estdo em maior contato com o fluido desdgefea hemolinfa -
gue contém a fracdo liquida contendo diferentesrdat humorais e
fracdo celular de defesa composta pelos hemadcitéditas envolvidas
em diversas func¢@es, incluindo respiracdo e nutrigdsposta imune e
resposta ao estresse (SONG et al., 2011).
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Os hemocitos sdo responsaveis pelas reacdes ingicadtde
agem fagocitando particulas, além de agirem sectetanoléculas
microbicidas como os peptideos antimicrobianos (PAMespécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Entre os fattm@morais do sistema
imunolégico desses animais, estdo as proteinas pgaem estar
dissolvidas na hemolinfa, entre elas as proteimashbque térmico
(HSPs), enzimas hidroliticas como a lisozima etaghas ou lectinas
(FENG, 1988).

O sucesso na resposta de defesa depende da gdentda
hemacitos e no tipo celular envolvido no proceSahendo que fatores
bidticos e abidticos podem influenciar o mecanistaalefesa feito por
essas célula® monitoramento do nimero de hemacitos circulantes te
sido considerado uma resposta aos estressoresipes® ambiente
(PEREZ; FONTANETTI, 2011). Parry e Pipe (2004),aaés da
contagem do numero de hemdcitos (THC), investigavanefeitos do
cobre no sistema imune do mexilh8ytilus edulis observando um
aumento do nimero de hemdcitos circulantes nosaiexpostos a
salinidade de 0,005ppm e temperatura de 15°C.

Fisher; Oliver e Edwards (1996) observaram umardigéo na
THC da ostraCrassostrea virginicem periodos de temperaturas mais
baixas. Barth (2002), estudando a ostra naivehizophoraeem Santa
Catarina, observou valores mais elevados de TH@wesss de verao.

Lacoste et al.(2002) investigaram a consequénciedarbacdes
mecanicas no sistema imunolégico de osttasgigas simulando
praticas de manejo aplicadas nos cultivos. O exgerio constou na
agitacdo dos animais em um agitador, durante 1hitosn O THC, a
atividade fagocitica e a producéo de espéciesasatie oxigénio foram
mensurados antes, durante e apds a perturbacaoiozeds resultados
obtidos mostraram que houve decréscimo no numerbed®&citos e
inibicdo das outras fungdes imunes durante o sstres

Proteinas de choque térmico

As células de vertebrados e invertebrados sdo espde
sintetizar proteinas, conhecidas como proteinaschdmue térmico
(HSPs: do ingléseat shock proteifsoriginalmente caracterizadas por
sua inducéo pelo calor (FEDER; HOFMANN, 1999; PORAE2008 e
FABBRI; VALBONESI; FRANZELLITTI, 2008).

As HSPs sado codificadas por um pequeno grupo desgen
altamente conservados. Essas proteinas podem sepadgs em
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isoformas constitutivas e isoformas induziveis.pfateinas ditas HSC
(do inglésheat shock cognateepresentam a forma constitutiva; essas
sdo expressas em condi¢des fisiologicaagem como chaperonas,
sendo responsaveis pelo enovelamento e manuterc@stditura de
outras proteinas (FEDER; HOFMANN, 1999).

As formas induziveis, referidas como HSP, séo tdaigas por
células sob condi¢bes perturbadoras e mostram yal pe defesa
celular (FABBRI; VALBONESI; FRANZELLITTI, 2008), etando a
desnaturacdo protéica. Entre os fatores perturbadpodem-se citar
extremos de temperatura, deplecdo de energia Getdacentracdes
extremas de ions, gases, substancias toxicas,snpetsados e agentes
infecciosos (FEDER; HOFMANN, 1999 e ENCOMIO; CHUQGB).
Por esse motivo, sua expresséo é utilizada comecaahar em processos
de estresse e contaminacdo (PORTE et al., 2001). H&®s
normalmente perfazem aproximadamente 5% do totaprdéeinas
intracelulares. No entanto, sob condi¢bes de sstregus niveis podem
ultrapassar 15% (SRIVASTAV, 2002).

A classificacdo das HSPs é dada em funcdo de ssa pe
molecular, podendo variar entre 15 e 110kDa (SONGIl.e 2011).
Sequéncias multiplas de isoformas de HSP70 foramlisadas
principalmente para as ostr@strea edulie Crassostrea gigae para o
mexilhdo Mytilus galloprovincialis como marcadores de estresse e
contaminacoes (SNYDER; GIRVETZ; MULDER, 2001; IVANA,
TAYLOR; SOKOLOVA, 2009 e JACKSON; UHLINGER; CLEGG,
2011).

A modulacdo protéica também esta relacionada caoepsos
imunes ja que sua expressao foi incrementada quasmtiemaocitos de
M. galloprovincialis foram expostos a bactéridibrio anguillarum
(CELLURA et al., 2007). Em ostra€. virginica infectada por
Perkinsus marinusfoi observada uma maior expressao de HSP69. As
ostras preexpostas a estresse térmico subletaC (d0fante 1h) e
posteriormente desafiadas conP. marinus tiveram maior
sobrevivéncia, indicando que a superexpressao HSRdo ao calor,
fornece tolerabilidade a um estimulo de estressgoadl, no casoP.
marinus(ENCOMIO; CHU, 2007).
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi o de contribpara o
conhecimento do efeito do manejo na sobrevivénpatplogia e
imunologia de ostra€rassostrea gigasultivadas na Baia Norte da llha
de Santa Catarina, SC.

Objetivos especificos

» Avaliar a influéncia do manejo de cultivo na solivéucia da ostra
Crassostrea gigaso periodo de veréo;

» Avaliar a influéncia do manejo de cultivo sobreuslg parametros
imunologicos, como na contagem total de hemdcitoa expressao
da proteina de choque térmico HSP70, na @stgigasno periodo
de veréo e de inverno;

. Avaliar a influéncia do manejo de cultivo na ocomi@ de

patégenos na ostr&. gigas no periodo de verdo e de inverno.
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Resumo

Na aquicultura, o estresse causado por praticasndeejo pode
comprometer a produgdo dos animais aqudticdgprimindo
imunologicamente os individuos e podendo causatatitade. Com o
objetivo de gerar informagfes sobre a influénciandmejo sobre os
aspectos imunoldgicos, histopatologia e a sobraviaé das ostras
Crassostrea gigas(Thunberg, 1793) cultivadas, foi conduzido
experimentos na area aquicola do Laboratério deidtos Marinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina, na Prafana do Sambaqui,
Floriandpolis/SC, Sul do Brasil, no periodo de dez® de 2010 a
mar¢co de 2011 e no periodo de junho a setembrdiig. 2As ostras
foram submetidas a dois tratamentos: com manejo) €b8em manejo
(SM). O manejo constou no jateamento mensal dasrieas de cultivo
e dos animais com agua doce. Foram coletados anim&isalmente e
formados pools de hemolinfa, para andlise da esfoeda proteina de
choque térmico — HSP70 e para a contagem totatog¢itos — THC.
Também foram preparadas laminas para analisespéistogicas e
calculada a sobrevivéncia dos animais para o pertb verdo. O
manejo nao interferiu na sobrevivéncia das osDaB-HC das ostras ndo
foi influenciado pelo manejo e sim pela temperatlsaagua, com o0s
maiores valores de THC ocorrendo no verdo. A eggresia HSP70
teve valores relativos maiores nas ostras CM eatdel as ostras SM.
Nos exames histopatologicos foram observados qudiferentes
protozoarios, entre os quais os do tpphenophyrae Ancistrocoma,
encontrados com maior prevaléncia nas ostras CMihiNe dos
protozoarios encontrados foi considerado patogevers.

Palavras-chaveCrassostrea gigamstra, manejo, HSP70, THC.
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Effect of handling practices on survival, occurrene of pathogens
and immune responses of the oystéZrassostrea gigas cultivated in
Southern Brazil

Abstract

In aquaculture, cultivation handling may causesstrand impair the
production of aquatic animals, resulting in animaimunological
depression and possible occurrence of deathsdbr to gather data that
would indicate the effects of farm handling on tmemunological
aspects, histopathology, and survival Gfassostrea gigasoysters
(Thunberg, 1793), collections were conducted inafeaculture site at
the Marine Mollusk Laboratory of the Federal Unaigr of Santa
Catarina (Laboratorio de Moluscos Marinhos da Ursidade Federal
de Santa Catarina) in Ponta do Sambaqui, Floridisop&C, South of
Brazil, from December 2010 to March 2011, and frdune to
September 2011. The oysters were subjected toreatntents: with no
handling (SM, sem manejo) and with handling (CMnamanejo) The
treatment consisted in the monthly water sprayiinfzuon net cages and
oysters with fresh water. Every month, animals vesiéected and pools
of hemolymph were formed for the analysis of theregsion of heat
shock protein - HSP70 and for the total haemocgtent- THC. Slides
were also prepared for histopathological analysid animal survival
was calculated. The survival of animals was the esdor both
treatments. Oysters THC was not affected by farndliag. It was only
affected by water temperature, and in the summentimothe oysters
had higher THC values. The expression of HSP70ri@adased relative
values for CM oysters compared to SM oysters. igtaology results
indicated the presence of four protozoans, non¢éheifn pathogenic.
Higher prevalence d&phenophyrdike and Ancistrocomdike type
protozoae were observed in CM oysters. None obpoans found was
considered pathogen severe.

Keywords:Crassostrea gigasyster, farm handling, HSP70, THC.
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1. Introdugéo

A ostra do Pacific&rassostrea giga$oi introduzida no Brasil
no inicio da década de 70 (Poli 2004). Desde erta@spécie tem um
papel importante na inddstria aquicola, sendo usmaaluscos bivalves
mais produzidos no Pais. Em 2010, o Estado deaSzatairina, maior
produtor da espécie, atingiu a producédo de 1.9@8ladas, sendo o
Municipio de Floriandpolis responséavel pela produdé 77,4% desse
valor (Epagri 2011).

Na década de 90, Poli (1992) relatou a ocorréncia d
mortalidades massivas nos cultivos de ostras nadBstle Santa
Catarina e, desde entdo, os ostreicultores cates@serelatam perdas
de ostras no periodo do verdo (janeiro a marcogndmp as
temperaturas da agua do mar estdo mais elevadanorfalidade
massiva de verdo, fendbmeno detectado pela primezano Jap&o em
1940 e de ocorréncia mundial pataassostrea gigastem causado
grandes perdas no cultivo em diversos paises nafetanimais jovens
e adultos (Cheney et al. 2000). A combinacéo tlrda abibticos e
biéticos — fisiolégicos e patoldgicos - tem sidoogwsta para
identificar as possiveis causas dessa mortalidédelietquer et al.
1998, Friedman et al. 2005, Soletchnik et al. 2086&ynier et al.
2007).

Os parasitos sdo citados como causadores de nuebida
mortalidade em bivalves, principalmente os pertetgseao grupo das
bactérias e ao dos protozoérios (Friedman et &5,2Magalhdes &
Ferreira 2006, Watermann et al. 2008). Em muitessaas doencas por
eles causadas provocam perdas recorrentes, qum pirde dizimar os
estoques naturais e estancar a industria da produca

Entre os protozodrios que causam mortalidades vaassm
diferentes espécies de bivalves, destaca-se o@eeekinsus,agente
causador da perkinsiose, enfermidade de notificabéigatoria a OIE —
Organizacao Internacional de Epizotias.

A perkinsiose teve seu primeiro relato no Brasierdemente.
Sabry et al. (2009) registraram a ocorréncia déopo@rios do género
Perkinsusem ostras nativa€rassostrea rhizophoraecoletadas no
Estuario do Rio Pacoti, municipio de Fortaleza/@&deste do Brasil
Os mesmos autores, nesse trabalho, informam quén&acontrado
esse organismo em ostr@s gigascultivadas e em ostras nativas do
municipio de Florianépolis/SC. Todavia, essa oaurigé preocupa € 0
acompanhamento da salde das ostras tem sido aomiénlitoral de
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Santa Catarina. Estudos realizados por Da Silvaalet(2012),
identificaram as espécies de ocorréncia e entrs alaespécie
Perkinsus marinus.

Entre os fatores abidticos que podem vir a comptenssalde
dos animais e causar mortalidades, sdo relatadestresse causado
pelas praticas de cultivo e estresses causadosaymancas nos fatores
ambientais no cultivo (Carballal et al. 1998, Ldeast al. 2002, Perez
& Fontanetti 2011). Para manter a homeostasia dpocmessas
situacBes e para o reconhecimento e imobiliza¢&nideorganismos
e parasitos, 0s bivalves necessitam de um mecanisradiato e
eficiente de defesa. Células imunoldgicas, conlascidcomo
hemdcitos, sdo responsaveis pela manutencdo cargéssas células
circulam na hemolinfa, fagocitando particulas edtes, secretando
moléculas microbicidas como os peptideos antimiarais (PAM) e
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Engréatores humorais
do sistema imunoldgico desses animais, estdo a&sipas que podem
se encontrar dissolvidas na hemolinfa, entre elgrateinas de
choque térmico (HSPs) e enzimas hidroliticas combs@zima e
aglutininas ou lectinas (Feng 1988, Song et al1p01

Entre as proteinas de choque térmico, a HSP70 idm s
estudada em diferentes bivalves (Boutet et al. 2B@&8o et al. 2004,
Lesser et al. 2010). As HSPs séo codificadas popequeno grupo
de genes altamente conservados que aumentam sserigdo durante
0 periodo de perturbagdes, como por exemplo, ergerde
temperatura, estresse oxidativo, agentes quimioesais pesados e
também agentes infecciosos (Encomio & Chu 20075 2Babbri et al.
2008, Farcy et al. 2009), por esse motivo sua espre € utilizada
como marcador em processos de estresse e contami(fagrte et al
2001, Fabbri et al. 2008). Segundo Cellura et @.{2, a modulagéo
protéica também esteve relacionada com processoesmo mexilhdo
Mytilus galloprovincialis,pois sua expresséo foi incrementada quando
0s hemdcitos foram expostos a bact@itzio anguillarum.

Na auséncia de estudo apresentando a real odarréiac
mortalidade relatada pelos produtores de ostras lidoal de
Floriandpolis, assim como sua intensidade e caospgesente trabalho
teve como objetivo investigar o efeito causado pehprego de préaticas
de cultivo nas ostras. Avaliou-se a sobrevivéneiapcorréncia de
patdbgenos e 0 estado imunolégico das osttagssostrea gigas
cultivadas no Municipio de Floriandpolis, EstaddSa@ata Catarina.
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2. Materiais e Métodos

Foram utilizadas ostraSrassostrea gigagdultas, provenientes
de sementes produzidas em laboratério. Os animesnf mantidos em
lanternas japonesas no sistema suspenso do tifmhelsma area de
cultivo experimental do LMM - Laboratério de Molwsc
Marinhos/UFSC, localizado no litoral Norte da lile Santa Catarina,
na Praia da Ponta do Sambaqui (27°29'22"S — 4853@/).

Foi avaliada a influéncia do manejo nas respakiasnimais nos
seguintes parametros: i) imunoldgicos: nivel destatos do gene da
proteina HSP70 e contagem total de hemdcitos (THQ@g¢orréncia de
patdégenos e iii) sobrevivéncia dos animais. Paevaliacdo desses
parametros foram realizados experimentos em doisiodues:
dezembro/2010 a margo/2011 (verdo) e junho/201#tembro/2011
(inverno). Em ambos o0s experimentos foram analsadiois
tratamentos: o tratamento “com manejo” (CM) e datrento “sem
manejo” (SM). No tratamento CM, mensalmente aselaais foram
retiradas do mar, lavadas com jatos de 4gua doetomadas para o
mar. No tratamento SM néo foi realizado manejolaatgrnas.

Em ambos o0s experimentos, foram realizadas argesisa
mensais de ostras, com 20 animais por tratameoe(GM), incluindo
a amostragem inicial chamada de TO, totalizandoa2@fais. Para cada
amostragem foi realizada a reposicado dos animiiades, mantendo a
mesma densidade durante todo o periodo experimental

Para o experimento dos meses de verdo foram adldez 3
lanternas definitivas de quatro andares, mantenao densidade de 20
individuos/andar e para o experimento dos mesés/dmo, 2 lanternas
com 30 individuos/andar.

Paralelamente as amostragens, a temperatura dalaguar foi
mensurada diariamente com um datalogger da mardhitTe, a
salinidade, foi registrada semanalmente com o agefdatdbmetro.

2.1 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia dos animais, nos tratamentos CMMe 9i
avaliada ao final do periodo de verdo. A porcemade sobrevivéncia
foi estimada como sendo o numero de ostras vivdanterna de coleta
ao final do experimento, dividido pelo nimero tatalostras colocadas
no inicio do experimento e multiplicado por 100.
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Para verificar diferencas na sobrevivéncia dasgsntre os dois
tratamentos (CM e SM), os dados foram plotados aebela de
contingéncia no GraphPad Prism e analisados corast tdo qui
guadrado, sob um nivel de significAncia de 95%.

2.2 Biometria

Apoés a coleta mensal de campo, os animais foraatte/para o
Laboratério de Malacologia Experimental (LAMEX), rdicleo de
Estudos em Patologia Aquicola do Departamento deictjura da
UFSC, onde foram mensurados, obtendo-se valorafwda (cm). Essa
medida constou na maior distancia entre o umbmargem ventral das
valvas de cada animal, conforme Galtsoff (1964)afoobtidas médias
e desvio padréo dos valores mensais da alturastias.o

2.3 Parametros imunolégicos

2.3.1 Extracdo da hemolinfa

Apés a biometria das ostras, com o auxilio de uémaina,
perfurou-se a valva de cada animal, nas proxim&latte musculo
adutor, para a retirada da hemolinfa utilizandovsa agulha acoplada a
uma seringa. Aliquotas de hemolinfa de cada indivfdram analisadas
em microscopio Optico para eliminar amostras conttiqudas
contaminantes, gametas ou pedacos de tecido, glezignm interferir
no resultado dos procedimentos. Os microtubos tietipgno e seringas
utilizados foram mantidos em gelo, para evitar izg@cdo hemocitaria
nas amostras extraidas. Em cada tratamento anmsfoaam utilizados
4 pools de 5 animais (n = 4) para avaliacdo dol miegranscritos do
gene da proteina HSP70 e contagem total de heragittC).

2.3.2 Contagem total de hemdécitos - THC

A contagem total de hemdécitos (THC) foi realizadensalmente
nos poolsde hemolinfa dos animais. A THC foi estimada paadac
pool, utilizando uma cémara de Neubauer (hemocti@ne Os
resultados do THC foram expressos como nimero medi®s (x16)
mL x hemolinfa’.

Os dados obtidos foram analisados com o auxiligpmgrama
estatistico GraphPad Prism Software, versdo 5.81valres de THC
foram submetidos ao teste de normalidade de da8osAKandlise de
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variancia de duas vias (ANOVA) foi usada para avat efeito do
tratamento (CM e SM) e o efeito dos meses amostrado

2.3.3 Analise e quantificagdo dos niveis de tratoscda HSP70

A técnica utilizada para a determinacao da trag@eria proteina
de choque térmico (HSP70) nos pools de hemolirfenstidos aos dois
tratamentos da expresséo dos genes foi a PCR tatisatou PCR em
tempo real (QPCR). Essa técnica é capaz de detactmesenca de
poucas copias génicas e quantificar exatamentprass@o de um gene.

A extracdo do RNA total dos hemocitos foi realizads pools
de hemolinfa com reagente comercial TRIzol (Ing#&o) seguindo as
instrugbes do fabricante. Ao final da extracdo asosdras foram
ressuspendidas em aguRNase-free Para a determinacdo da
concentracdo e da pureza do RNA extraido foi atliz o
espectrofotdbmetro Nanodrop, modelo ND-1000 UV-Viarjodrop
Technologies), a partir da absorbancia a 260 nrRNA. extraido foi
tratado para eliminar qualquer vestigio de DNA.aFaso, utilizou-se
um buffer juntamente com uma enzima DNAse Il (SIGMA

Para sintese do cDNA foi realizada a transcricieersa
utilizando o sistema Omniscript RT Kit (Qiagen)egigindo o protocolo
recomendado pelo fabricante, a partir de 2ug do RiXtkaido. As
amostras dos pools contendo a reacdo final forarnbadas em
termociclador por 90 min a 37°C para sintese doADNconcentracao
e a pureza do cDNA foram checadas por espectroétt@n como
descrito anteriormente.

Os niveis dos transcritos da hemolinfa dos aninfaism
analisados em um termociclador Rotor-Gene TM 60D0rlett Life
Science) utilizando o kit QuantiTect SYBR Green §P@ix (Qiagen).
As reacgfes de 20 continham 1QL de SYBR Green gPCR Mix 1x,
2uL de sequéncias iniciadoras - primergl. Ido cDNA da amostra e
7uL de dguaRNase-freeOs paradmetros de ciclagem utilizados foram:
uma desnaturagdo inicial a 95 °C por 5min, 40 side 95 °C por 10s,
56 °C por 20s e 72 °C por 10s.

A analise da curva de dissociagdomelting - dos produtos
amplificados foi realizada no final de cada reagho qPCR para
confirmar que apenas um produto foi amplificado.

As reacdes foram realizadas em triplicata, perditia deteccao
de possiveis erros. A andlise da eficiéncia daaeém feita a partir da
gPCR em diferentes concentracdes de cDNA (25,@EDe1200ng) para
0s genes estudados.
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Os iniciadores para o gene da HSP70 foram retiradis
publicacdo de Boutet et al. (2003), enquanto asaidores especificos
para o gene da actina foram desenhados utilizaamdo-programa
PrimerQuest (Integrated DNA Technology) e foram ebad®s na
sequéncia de RNAm do gene obtida no banco de daeliBank (tabela
1).

Os hemdcitos dos animais do tratamento SM forafizadbs
como grupo controle, tendo um nivel de expresséal ig 1. Logo, as
ostras CM tiveram seus niveis de expressado campaicom as ostras
SM controle do més analisado

Os dados obtidos foram analisados usando o softR&8T
(QIAGEN), o qual foi usado para determinar difegnpa expressao do
gene da HSP 70 em relacéo a expresséo do grupoleomtom o gene
normalizado3-actina.

Tabela 1. Sequéncias iniciadoras (primers) usad@s@pgPCR.

Primers Sequéncia -3

Hsp =0 forward GEAATAGATCOTTGGAACCACATA

ILsp~Oreverse AATGGOGGCUTGGACAGOTGC

P-Actin forwardd ATGTCCCCAGETATTGCTGACCET

f-Actinreverse TCCACATCTGTTGGAAGGTGGACA

2.4 Histopatologia

Apos a retirada de hemolinfa, cada uma das 288soestudadas
foi aberta através da seccéo do musculo adutdireurse o corpo do
animal da concha. Para a analise histopatoldgicéeita uma seccao
transversal de tecido com aproximadamente 5mm geesesra,
contendo branquias, glandula digestiva, gbnadataor@palpos labiais.
Os tecidos foram fixados em solugéo de Davidsorintmarcom acido
aceético por 48 horas e posteriormente conservadatanol 70%.

O material foi entdo submetido ao procedimento gadde
histologia, que incluiu desidratagdo, diafanizagdéoinclusdo em
parafina. Os blocos obtidos foram cortados a Suneggeessura e as
ldminas foram coradas pelo método Hematoxilina derisl e Eosina
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(HHE) para posterior observagcao em microscépiaudéeara a deteccéo
de patégenos nos tecidos das ostras.

A prevaléncia dos patégenos foi calculada comaal tle ostras
afetadas dividido pelo total de ostras coletadas. ¢alculada a
prevaléncia mensal por tratamento no periodo a@lia prevaléncia
mensal total (os dois tratamentos), prevaléncial taturante o
experimento e a prevaléncia total por tratamentpardo avaliado.

Para verificar diferencas na prevaléncia dos patigy@as ostras
entre os tratamentos e os meses de estudo, os fdaalmsplotados em
tabela de contingéncia no GraphPad Prism e anafissom o teste do
qui quadrado, sob um nivel de significaAncia de 95%.

3. Resultados

3.1 Parametros fisico - quimicos

Durante o periodo de experimento, a temperaturaantedagua
do mar foi de 26,2 + 1,3°C no verdo e de 17,68@,no inverno. A
salinidade média foi de 32,8 £ 2,7%0 no veréo e 329%o. no inverno
(Fig. 1). Foram observadas duas estacdes defin@asgido: inverno
com baixas temperaturas e maiores valores de dadi@ie verdo, com
temperaturas elevadas e menor salinidade.

—e—  Tenperatura(°C)

—6—  Salinidade (%)

254

Temperatura °C
% apepjulles

T T T T T T T T T T
Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set
2010 2011

Fig. 1. Temperatura e salinidade da agua do malPméa da Ponta do
Sambagqui, Florianépolis/SC, durante o periodo tledes
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3.2 Biometrias

Os valores médios de altura das ostras utilizadaante o
experimento foram de 9,3 + 0,47cm para as ostrasen@o e 9,6 +
0,71cm no inverno (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de altura das ostaassostrea gigastilizadas no
experimento. Valores de média (cm) * desvio padréo.

M SM
Janeiro 8.8+ 216 8.9+ 118
Fevereiro 91+£1.07 03+ 0,78
Marco RARES Bhi] 10131
Julho 02+ 0.81 95+ 1,08
Agosto 9.1+1.10 11+ 240
Setembro g2+141 97+ 1061

3.3 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia das ostras no periodo de verdo foi
estatisticamente semelhante entre os dois tratamgpt = 0,0962),
tendo as ostras CM sobrevivéncia média de 52,4%s eystras SM,
60,1% ao final do experimento. Na tabela 3 estjms®s os valores
encontrados no final do experimento (més de mage@ndo foram
feitas as contagens de ostras mortas e vivas ntras de cultivo.
Pode-se observar a ocorréncia de expressiva ndadali A figura 2
apresenta o nimero de ostras vivas e mortas rudpetd verao.
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Tabela 3. Sobrevivéncia das ostr&rassostrea gigassubmetidas aos
tratamentos CM (com manejo) e SM (sem manejo) mboge de verado.

Ostragvivas  Ostragmortas  Totalinicial ~— Sobrevivéncia (%)
Lanternag

SM M SM M S M SM Ch

1 | 43 18 33 79 30 o3 36.2
2 43 49 33 il 80 80 36.2 61.2
47 31 32 47 78 78 303 307

270+
2404
2104
180+
1504
1204

904

60

O Vivas
EA Mortas

n° de ostras

304

T v
Ccm SM
Veréao

Fig. 2. Namero total de ostras vivas e mortas, mtera periodo de verao.

3.4 Contagem total de hemdcitos (THC)

A contagem no numero de hemacitos poslsde hemolinfa dos
animais variou de 1,08 x 1@ 6,16 x 18

Os valores médios no numero dessas células dosaianim
submetidos ao tratamento CM foram de 2,71 % €,0nos animais do
tratamento SM, 2,49 x iDQuando comparados os tratamentos CM e
SM, o namero total de hemdcitos foi estatisticamesgmelhante (p =
0,3504). Este resultado pode ser melhor visualiradiigura 3.
Quando analisou-se apenas 0s meses de experinsentolevar em
consideracdo o tratamento, pode-se observar umgirekemporal no
aumento do nimero dessas células, tendo sitimeero de hemacitc

maior nos meses de verdo em relacdo aos mesesvelaan(p =
0,0012) (Fig. 4).
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Fig.3. Valores de THC - contagem total de heméditéss x mL* x 10 ) nos
tratamentos CM (com manejo) e SM (sem manejo) etra€rassostrea
gigas cultivadas em Florianépolis. Mesma letra (a) digai nao haver
diferenca significativa.

4.0x10° a

3.0x10° <

2.0x10° <

THC

1.0x10° 4

Jan Fev Mar Jul Ago Set

Fig. 4. Valores mensais de THC - contagem totdietadcitos (céls x mt.x
10° ) na hemolinfa de ostra8rassostrea gigasultivadas em Florian6polis.
Letras diferentes significam diferencas estatistica
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3.5. Quantificacdo dos niveis de transcritos dBR HS

A quantificacdo de HSP70 pelo método do qPCR analss
niveis de transcritos da proteina nos tratamenitbg GM.

Tendo como base de comparacéo o nivel de exprdssB&P70
igual a 1 do grupo controle, observou-se que osresldos niveis de
expressao da proteina nas ostras CM tiveram qicagfio aumentada
(UP) em relag&o ao grupo controle nos meses deqaf@vereiro, julho
e agosto. Nos meses de margo e setembro os nevgisotkina nas
ostras CM foram estatisticamente semelhantes a@ogontrole
(DOWN) (Fig.5).

Os niveis de expressao da proteina nas ostras Gnpser
observados na tabela 4.

Tabela 4. Niveis de expresséo relativa da protd®R70 nas ostras manejadas
(CM) durante o periodo de estudo.

Expressao Valoregdep Resultados
Jan CM 4317 001 P
Fev CM 4912 029 TP
Mar CM 3464 0.104 DOWN
Jul CM 1.096 0047 P
Ago CM 4461 (000 TP

Set CM 1156 (LR DOWN
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Fig. 5. Expressao relativa da proteina HSP70 n&msGrassostrea gigas
submetidas aos tratamentos CM (com manejo) e Skh (®@anejo). Letras
diferentes significam diferencas estatisticas.

3.6 Histopatologia

O exame histopatolégico nas ostras submetidasratasmientos

revelou a presenca de trés protozodrios e de utaeagio celular
provocada por virus.

Hipertrofia do gameta

Células hipertrofiadas basofilas foram observadasimen dos
foliculos dos individuos (Fig. 6A). Essas célulasdiam em média
15um (N = 3) de didmetro, estando presentes apenasdividuos com
as gbnadas vazias. Em nenhuma ostra foram obserdados no tecido
conjuntivo circundante.

A prevaléncia dessa condicdo foi baixa: 1,25%. nageum
individuo com essa alteracdo no més de marc¢o/Xdiseirttividuos no
més de setembro/11.

Protozoario nao identificado

Um protozoario nao identificado foi observado erevpléncia de
2,1%. Apenas cinco individuos continham o protapgaendo dois
observados na coleta TO e, o restante, nos ougssdule verao.
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A forma mais abundante desse protozoario apareoeuwo
vacuolos, semelhantes a cistos contendo esporosis@s estavam
localizados no citoplasma do odécito. Foi observadaresenca de
varios cistos por odcito e também de véarios esppoogisto. Em um
exemplar foi observada uma distorcdo na membranaldteo do
odcito, devido a presenca do parasita no citoplg$iga 6B - 6D).

Os vacuolos intracitoplasmaticos contendo os sittham um
formato eliptico a circular, com tamanho varianédo2da 6um (média
4,6um, n = 10), contendo nimero variavel de cistos.

Ancistrocomdike

Protozoario ciliado do tipé&ncistrocomaoi observado no Iimen
dos tubulos digestivos priméarios e secundarios l8adgla digestiva
(Figuras 7A — 7C). Em uma ostra, o protozoario vestaresente no
tecido conjuntivo ao redor dos tlbulos digestivenhuma reacéo
hemocitéria foi observada.

O ciliado possuia formato de péra, com tamanhiando entre 5
e 17um (média 9,9 um, n = 15), possuia um grandimgranular,
basoéfilo (média 4,4 um, n = 10) e citoplasma eddm Em alguns
individuos observou-se a presenca do microndclesofi@ As
prevaléncias do patégeno sdo apresentadas na %igura

Sphenophrydike

Protozoario ciliado do géner8phenophryaoi observado nas
br&nquias, em contato com o epitélio branquialridde aos cilios
branquiais e/ou entre os filamentos branquiais. [dakos labiais
estavam em contato com o epitélio celular e no opafiiram
observados aderidos ao epitélio através de séos @Fig. 7D — 7F).

O formato do parasita variou entre arredondado & evseu
tamanho entre 5 a 9um (média 7,2um, n = 15), conmacrondcleo
basofilo denso com tamanho variando entre 2,5 a (Gpédia 3,9um, n
= 10) e um citoplasma eosinofilo. Em alguns espésiifoi possivel
observar a presenca de um micronudcleo proximo awamacleo. Esse
ciliado foi encontrado sozinho ou formando grupo3ei células (Fig.
7E). Nenhum dano ou alteracao foi observado.

As prevaléncias do patdgeno sdo apresentadasuna fig
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Influéncia do Manejo

Entre os tratamentos analisados CM e SM, verifemugue
houve relacdo entre a presenca dos protozoariadasle o tratamento.

Maiores prevaléncias do ciliado Sphenophrydike e
Ancistrocomdike foram observadas nas ostras manejadas (CM) ao
longo do experimento (p = 0,0164 e p = 0,0043,aetBamente). Os
resultados podem ser melhor visualizados na figura

Houve uma maior prevaléncia @&phenophrydike em ostras
CM do verdo (p = 0,0002). Como se pode observafiguma 9, as
maiores prevaléncias desse protozoario foram eraxtag nos meses de
janeiro e fevereiro, periodo de temperaturas da dgunar mais altas.

Para o ciliado Ancistrocomdike, ndo foram observadas
diferencas significativas entre ostras CM do ingegrCM do verdo. No
entanto, estatisticamente, foi encontrado o vadop & 0,0550, para as
ostras CM no inverno.
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Fig. 6. Alteracdes e patdgenos encontrados na @sassostrea gigasA -
Gameta hipertrofiado (Barra= 20um). B, C e D - &zotrio nao identificado.
Na figura D é possivel visualizar o cisto distod®m@ membrana do nucleo do

odcito (seta) (Barra= 10um).



Fig. 7. A, B e C- Ciliado#\ncistrocoma-like, no limen dos tubulos digestivos;
seta mostrando os cilios (Barra= 20um). D- Cili&phenophryalike entre os
filamentos branquiais (Barra= 20um). E- Ciliadgshenophryalike presentes
no manto. As setas mostram a localizacéo de seiggres (Barra= 10um). F-
Ciliado Sphenophrydike (setas).
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60+ a Ancistrocoma-like

45+

30+

n° de ostras infectadas

154
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Tratamentos

Fig. 8. Numero de ostras infectadas pelos ciliagmhenophrya-likee

Ancistrocoma-like em ostras Crassostrea gigasmanejadas (CM) e né&o
manejadas (SM) durante o periodo de estudo. Lelifesentes significam
diferencas estatisticas.

90-
-e- Sphenophrya-like
- Ancistrocoma-like

754
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454

Prevaléncia (%)

30+
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J;n Fev Mar Jlul Ago S'et

Fig. 9. Prevaléncias mensais (%) dos ciliad&phenophrydike e
Ancistrocomdike em ostras Crassostrea gigas As linhas preenchidas
representam valores de prevaléncias nas ostrasmaomgjo (CM) enquanto as
linhas pontilhadas representam valores de prevaléras ostras sem manejo
(SM).
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4. Discussao

Como um ambiente dindmico, 0 meio aquatico prod@enoma
ampla variedade de estressores, como as flutuabdescas de
temperatura e salinidade e a presenca de predagloresompetidores.
O cultivo de ostraSrassostrea gigapoderia introduzir uma forma de
estresse durante a manutencdo, transporte e limgegaanimais
cultivados. Todavia, no presente estudo, nao deoifivada diferenca
estatistica nos valores de sobrevivéncia e no midehemdacitos entre
ostras CM e SM. A andlise do efeito do manejo dgdiza sobre a
imunologia e histopatologia das ostrasostrou quea expressao da
proteina HSP70 e a prevaléncia dos protozoariaslo#Ancistrocoma
like e Sphenophrydike foram significativamente maiores nas ostras
manejadas.

Ostreicultores da regido relatam taxas de sobnesiaéem torno
de 50% para ostras de 6cm, manejadas em dois mmsneniando
colocadas no mar como sementes e semanas antesirddar para
comercializacdo. Esse relato mostra um resultadcsalgevivéncia
semelhante ao encontrado neste trabalho, apesadifel®nca na
densidade de ostras utilizada pelos produtoresitiwaccomercial, que
€ de aproximadamente 60 animais/andar da lanterna.

Uma ampla variedade de técnicas é usada pararavslifeitos
de estressores em ostras, sendo que a maioriastiaig mostra o
efeito in vitro de fatores bidticos e abidticos. O presente esfado
proposto com o objetivo de avali@r vivo, se 0 manuseio dos animais
empregado pelas praticas de cultivo utilizadaseggéo, denominado
manejo, pode alterar a resposta funcional dasa=ldé defesa das
ostras, que sdo os hemdcitos. Para isso nés seguinpootocolo de
manejo utilizado pelo Laborat6rio de Moluscos Mads (LMM).

Quanto a contagem no numero de hemdcitos, Lacdstd. e
(2002) citam que o estresse em ostras, geradoigi@rlidos mecénicos,
pode diminuir o nimero de hemdcitos circulanteh@molinfa desses
animais. No presente estudo ndo houve mudanca Gadall ostras nos
diferentes tratamentos, talvez pelo fato da aficaip estresse ter sido
diferente da utilizada por esses autores. Aindaawsres citam a
importancia dos estudos de parametros imunes dasseais, 0s quais
podem fornecer informacfes sobre a resposta em prato do animal
em relacdo ao seu ambiente de cultivo, sem a ndadesde precisar
esperar por mudangas no crescimento ou nas cosdigbéongo dos
periodos. Roberts et al. (2012) também fez um estedhelhante, com
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Crassostrea virginica,ndo evidenciando diferencas no nimero de
hemdcitos, conforme os resultados encontradosesepte trabalho.

A THC das ostras mostrou apenas influencia temporaior nos
meses de verdo: janeiro - mar¢co. O mesmo padrab$ervado para
ostrasCrassostrea rhizophoragnalisadas em Floriandpolis por Barth et
al. (2005), em que os valores de THC foram maio@s meses de
temperaturas mais elevadas: verdo e primavera.

Para Crassostrea gigasdiferente do observado no presente
estudo,Malham et al. (2009) observaram aumentos no THOsti&s
expostas a temperatura de 12°C, enquanto as osaatidas a 21°C
tiveram menores valores de THC. Segundo Pipe & LL{@€95), o
aumento nos valores de THC pode ser resultado aldepacdo dos
hemocitos dos tecidos para a hemolinfa, enquantbmenuicdo no
numero dessas células pode ser resultado de lidarceu aumento do
movimento das células da hemolinfa para os tecitit& pode-se
excluir que durante o estresse causado pelas geatie manejo, os
hemocitos também poderiam ser mobilizados pareadds feridos ou
para os tecidos em que houvesse ataques de patdgeno

Nas andlises a nivel celular, a quantificacaoivelata expressao
da proteina de choque térmico HSP70 nos hemdcitpsesentou
diferencas significativas nas ostras CM, sugerindo papel dessas
proteinas de estresse durante o0 manejo. Como stinais de protecéo
celular, essas formas induziveis sao transcritasgravenir as proteinas
da desnaturacdo durante o estresse sofrido duemntpraticas do
manejo, como 0 manuseio das lanternas. E importonsiderar que
fatores fisioldgicos e fatores bioldgicos em retgwsas praticas de
cultivo, como altas densidades de patdgenos, lapexproximidades
com o sedimento, sdo citados com fortes estresegpeslem induzir a
expressdo de HSP&gder & Hofman 1999Encomio & Chu 2005,
Soletchnik et al. 2006, Burge et al. 2007), corrahdo com o
observado no presente estudo.

Encomio & Chu (2007) mostraram que a expressao e Bl
correlacionada com a presenca de patégenoSrassostrea virginica
tendo uma maior expressao de HSP69 as ostrasadéecpoPerkinsus
marinus;ostras preexpostas a estresse térmico subletal@4furante 1
h) e posteriormente desafiadas cdf marinus tiveram maior
sobrevivéncia, indicando que a superexpressdao HSkdo ao calor,
fornece tolerabilidade a um estimulo de estresggoadl, no casd.
marinus
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Monari et al. (2011), observaram a uma sobreex@oeste
HSP70 na glandula digestiva do molusco de &@hkamelea gallina
em condicbes de anoxia, com alta temperatura (BO€Chaixa
salinidade (28%o).

No exame histopatoldgico, os protozodrios ciliadosm os
patégenos que tiveram maiores prevaléncias. Estoilasn que os
ciliados séo simbiontes comuns em ostras (LauckB88, Magalhdes
& Ferreira 2006, Pontinha 2009). Porém como citanki (1983), as
doencas podem afetar a eficiéncia dos processabdtiebs, reduzindo
0 potencial de crescimento e reproducdo, assim masisténcia ao
estresse, a competitividade e por fim, a sobregigédo animal. Entéo,
mesmo quando ndo causando danos aos cultivos, nopanhamento
dos parasitas é fundamental nos cultivos.

Entre os ciliados encontrados, destacaram-se 0s tio
Ancistrocomaos quais sdo encontrados na glandula digestivesstdas,
geralmente considerados ndo patogénicos (Bowed. €t984). Nas
laminas analisadas, mesmo no caso em que foi eadangrande
gquantidade do ciliado, ndo se observou nenhumiagdte microscopica
no tecido ou infiltracdo hemocitaria. O Unico efeita presenca do
protozoario foi a oclusdo ou interferéncia dessedumen do tlbulo
digestivo. O mesmo foi observado por Caceres-Maatigt al. (2010)
em estudos com a espécigassostrea corteziensiso México. Uma
maior prevaléncia do protozoario foi encontrada ostsas manejadas.
Provavelmente essas ostras ficaram mais suscetiveistrada desse
protozoario. Cabe ressaltar, que durante periodossttesse, algumas
funcbes de defesa das ostras, como a producagéeiessreativas de
oxigénio, fagocitose e mesmo a migracdo dos heo®siio inibidas
durante a aplicacdo do distirbio mecanico, o quie poovidenciar uma
oportunidade para certos patégenos se desenvohessracumularem
nos tecidos das ostras (Lacoste et al. 2002, Myedlaal. 2006). Ainda,
Lacoste et al. (2001) demonstraram que moluscosessatos
mostraram aumento na susceptibilidade a infecgiiesartérias.

Durante os meses de coleta, as prevaléncias @galaifioram
estatisticamente semelhantes, no entanto 0s mesesinwkrno
apresentaram valor de p = 0,0550. Com esse vade-pe deduzir que
h& certa influencia da temperatura da agua naasostanejadas nos
meses de temperatura mais baixas, tendo prevadédeia3l,7% do
patdbgeno em relagcdo as manejadas no periodo deo, verdn
prevaléncias de 16%. Um aumento no numero amdsikaz possa
evidenciar essa diferenca.



54

Outro ciliado observado foi 0 protozodBphenophrydike. Esse
ciliado costuma ocorrer nas branquias, palpos etanaos moluscos
(Bower et al. 1994). No presente estudo foram axopodrios de
maiores prevaléncias. Diferentes morfologias desiado foram
observadas. Alguns deles pareciam atacar os fikmserpois se
observava uma conformacao atipica das células dar e onde o
patégeno estava aderido. Alguns individuos forasenlados entre os
filamentos branquiais, porém sem causar conformat@® células
circundantes. Pareciam estar em forma livre, apanasrados entre os
filamentos. Essas morfologias talvez correspondaiifesentes estagios
de desenvolvimento da mesma espéciespgkeenophryasp. (Caceres-
Martinez et al. 2010).

A prevaléncia dé&phenophrydike também foi influenciada pelo
manejo e uma relacdo temporal também foi constatalla ostras
manejadas nos meses de aguas quentes tiveramépi@aalle 62% do
ciliado enquanto ostras manejadas nos meses des agas frias
tiveram prevaléncia de 28,3% do ciliado (p = 0,00@2ntinha (2009),
estudando ostra€rassostrea gigasno municipio de Florianopolis,
observou o oposto: maiores prevaléncias do patégemameses de
aguas frias. Para o mesmo municipio, da Silva. ¢2@l1a) observaram
prevaléncias de 12,5% dos ciliados nas branqui&s dgas,nos meses
de verdao No Brasil, também foi observada a presenc&meenophrya
sp.em ostragC. rhizophoraeno litoral da Bahia, com prevaléncia em
torno de 2%, ainda os autores citam a formaca®demas - hipertrofia
celular devido ao acumulo de parasitas dentro dhgas do epitélio
branquial do hospedeiro, associando a presenc¢&ptienophryasp.
(Boehs et al. 2009)

O protozoéario dos odcitos, ndo identificado, focamtrado em
baixas prevaléncias, sem influéncia do manejo. D& ®t al. (2011)
encontraram prevaléncias de 2,5% €rassostrea gigaso litoral
catarinense. Esse parasita € muito semelhantecaotesdo no presente
estudo, porém técnicas mais aprimoradas precisamfegas para
identificac@o da espécie. Poucos o6citos parasittmtam observados,
esses aparentemente sem causar danos as gonadabséfvada a
presenca de varios vacuolos, como cistos parasi@docitos.

A alteracdo observada em alguns individuos foi hipartrofia
dos gametas. Odcitos, espermatozoides e célulaminggivas
hipertrofiadas tém sido observados em vérias espédd género
CrassostregGarcia et al. 2006). No estudo nédo foi possiaeaterizar
qual tipo celular estava hipertrofiado, pois enp®ds individuos que a
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alteracéo foi encontrada em individuos com gdnadams, ndo sendo
possivel determinar qual o gameta.

A hipertrofia dos gametas tem sido atribuida acicdie por um
virus do tipo Papillomavirus (Garcia et al. 2006ywr 2009). Nao tem
sido associada mortalidade ou alteracdes tecicaisa hipertrofia e
nossos resultados concordam com essas observ&gigsha (2009)
estudando a mesma espécie no litoral catarinenem®ou prevaléncias
de 1,4%, valor similar ao encontrado, enquantoysabal. (2011), na
mesma regido e mesma espécie encontraram prewaldacs, 3% de
células masculinas hipertrofiadas. Nos EUA, Wirdted al. (2004)
encontraram prevaléncias menores que 1%Ceassostrea virginica.
Choi et al. (2004) encontraram prevaléncias deraté em ostraf.
gigascultivadas na Coréia.

Podemos concluir, através dos resultados obtidesshalo, que
0 manejo ndo influencia a sobrevivéncia e a contagetal de
hemocitos. Todovia, a prevaléncia de patégenospamsrprotozoarios
Sphenophrydike e Ancistrocromalike, assim como a expressao da
proteina HSP70 séo influenciadas pela pratica dejoa
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