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INVESTIGACAO DA OCORRENCIA DE Perkinsus sp. EM OSTRAS NATIVAS
Crassostrea sp. EM BANCOS NATURAIS DE ESTUARIOS DO RIO GRANDE DO
NORTE, BRASIL.

ROCHA, Célio Souza da. Investigacdo da ocorréncia de Perkinsus sp. em ostras nativas
Crassostrea sp. em bancos naturais de estuarios do Rio Grande do Norte, Brasil. 111f. Tese de
Doutorado em Ciéncia Animal (linha de pesquisa: Sanidade Animal) do Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
Mossoré-RN, 2022.

RESUMO: Os protozoarios representam o grupo de agentes patogénicos com maior nimero
de espécies de notificagdo obrigatoria declaradas pela Organizacdo Mundial para a Salde
Animal (WOAH) responséveis por causar eventos de mortalidade em massa em moluscos
bivalves de bancos naturais e de cultivo. O avan¢o da dispersdo de protozoarios do género
Perkinsus infectando moluscos de importancia econdémica em todo mundo coloca em alerta as
autoridades sanitarias de diversos paises pois demonstra a capacidade desse patdgeno de se
adaptar a condi¢cdes ambientais diversas e de infectar uma ampla variedade de hospedeiros
refletindo assim um risco eminente aos ecossistemas marinhos e cultivos locais. Diante disto,
0 objetivo dessa pesquisa foi investigar a ocorréncia de Perkinsus sp. em ostras de mangue
Crassostrea sp. de bancos naturais nos estuarios do Rio Potengi e da Laguna de Guarairas no
Estado do Rio Grande do Norte, Brasil, compreendendo a dindmica das infec¢des e 0s possiveis
impactos causados no hospedeiro. Para tanto, a tese foi dividida em trés capitulos. O primeiro
capitulo traz as consideracdes gerais sobre a epizootiologia do Perkinsus sp. O segundo capitulo
traz o artigo intitulado: Primeiro registro de Perkinsus marinus infectando Crassostrea sp. no
Rio Grande do Norte, Brasil, utilizando PCR em tempo real. O terceiro e Gltimo capitulo traz o
artigo intitulado: Detecgéo de Perkinsus spp. infectando a ostra de mangue Crassostrea sp. de
bancos naturais em estuarios da costa nordeste da América do Sul. As hipdteses levantadas na
Tese foram confirmadas através de analises laboratoriais que detectaram a ocorréncia do
patégeno infectando ostras nativas em ambos o0s estuarios investigados. De um total de 1200
ostras coletadas nos dois estuarios foi possivel identificar hipnosporos de Perkinsus sp. em 308
amostras (25,66%), sendo 106 (17,66%) no Rio Potengi e 202 (33,66%) na Laguna de
Guarairas, através de incubacdo em meio fluido de tioglicolato de Ray (RFTM) e todos os
estadgios de vida do protozoario foram identificados por zoosporulacdo in vitro e analise
histopatoldgica. Um ensaio de PCR em tempo real utilizando primers ITS especificos para P.
marinus e recomendados pela WOAH identificou pela primeira vez a ocorréncia de uma espécie
de notificacdo obrigatoria infectando ostras de mangue no Rio Grande do Norte, Brasil.
Também foram realizados ensaios de PCR género-especificos que confirmaram se tratar de
Perkinsus sp. As amostras apresentaram sequéncias ITS para P. marinus com similaridade de
99,98 a 100% e 97,83 a 100% de identidade com sequéncias de P. beihaiensis. Este também foi
o primeiro registro de P. beihaiensis no Rio Grande do Norte. Os estuarios apresentaram
dindmicas de infeccdo diferentes e Guarairas pareceu mais sensivel as mudancgas sazonais. As
analises dos fatores abidticos indicaram que as infec¢des tiveram uma relacao negativa com a
salinidade sendo maiores nos pontos de coleta com médias de salinidade mais baixas. N&o
foram observadas mortalidades que pudessem estar associadas a ocorréncia de P. marinus. Os
resultados apresentados aqui podem fornecer maiores subsidios na compreensao da dinamica
das infec¢des causadas por Perkinsus sp. e contribuem para 0 monitoramento e a rastreabilidade
desse patdgeno ao longo da costa brasileira.

Palavras-chave: P. marinus, P. beihaiensis, Crassotrea sp., PCR, gPCR.



INVESTIGATION OF THE OCCURRENCE OF Perkinsus sp. IN NATIVE OYSTERS
Crassostrea sp. IN NATURAL BANKS OF ESTUARIES OF THE RIO GRANDE DO
NORTE, BRAZIL.

ROCHA, Célio Souza da. Investigation of the occurrence of Perkinsus sp. in native oysters
Crassostrea sp. in natural banks of estuaries of the Rio Grande do Norte, Brazil. 111f. Doctoral
thesis in Animal Science (research line: animal health) of the Programa de P6s-Graduagao em
Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoro-RN, 2022.

ABSTRACT: Protozoa represent the group of pathogens with the highest number of notifiable
species declared by the World Organization for Animal Health (WOAH) responsible for
causing mass mortality events in bivalve molluscs from natural banks and farmed. The advance
of the spread of protozoa of the genus Perkinsus infecting molluscs of economic importance
worldwide puts the health authorities of several countries on alert, as it demonstrates the ability
of this pathogen to adapt to different environmental conditions and to infect a wide variety of
hosts, thus reflecting an imminent risk to marine ecosystems and local cultures. Therefore, the
objective of this research was to investigate the occurrence of Perkinsus sp. in mangrove oysters
Crassostrea sp. of natural banks in the estuaries of the Rio Potengi and the Laguna de Guarairas
in the State of Rio Grande do Norte, Brazil, understanding the dynamics of infections and the
possible impacts caused on the host. Therefore, the thesis was divided into three chapters. The
first chapter brings general considerations about the epizootiology of Perkinsus sp. The second
chapter brings the article entitled: First record of Perkinsus marinus infecting Crassostrea sp.
in Rio Grande do Norte, Brazil, using real-time PCR. The third and final chapter brings the
article entitled: Detection of Perkinsus spp. infecting the mangrove oyster Crassostrea sp. of
natural banks in estuaries of the northeast coast of South America. The hypotheses raised in the
Thesis were confirmed through laboratory analyzes that detected the occurrence of the pathogen
infecting native oysters in both investigated estuaries. From a total of 1200 oysters collected in
both estuaries it was possible to identify hypnospores of Perkinsus sp. in 308 samples (25.66%),
106 (17.66%) in the Potengi River and 202 (33.66%) in the Laguna de Guarairas, through
incubation in Ray's thioglycollate fluid medium (RFTM) and all life stages of the protozoan
were identified by in vitro zoosporulation and histopathological analysis. A real-time PCR
assay using ITS primers specific for P. marinus and recommended by WOAH identified for the
first time the occurrence of a notifiable species infecting mangrove oysters in Rio Grande do
Norte, Brazil. Genus-specific PCR assays were also performed, which confirmed that it was
Perkinsus sp. The samples showed ITS sequences for P. marinus with 99.98 to 100% similarity
and 97.83 to 100% identity with P. beihaiensis sequences. This was also the first record of P.
beihaiensis in the State of Rio Grande do Norte. The estuaries showed different infection
dynamics and Guarairas appeared to be more sensitive to seasonal changes. Analyzes of abiotic
factors indicated that infections had a negative relationship with salinity, being higher at
collection points with lower salinity averages. The results presented here may provide further
support in understanding the dynamics of infections caused by Perkinsus sp. and contribute to
the monitoring and traceability of this pathogen along the Brazilian coast.

Keywords: P. marinus, P. beihaiensis, Crassotrea sp., PCR, gPCR.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Os moluscos bivalves sao organismos zoobénticos que desempenham um
importante papel ecologico nos ecossistemas aquaticos ocupando uma posi¢ao importante
dentro da cadeia alimentar e participando intensamente da atividade de decomposi¢ao da
matéria organica e da ciclagem de nutrientes no substrato obtendo assim o status de engenheiros
do habitat (NYBAKKEN, 2001; COEN; GRIZZLE, 2007; GALLARDI, 2014). Para além
disto, a ostra (Bivalvia: Ostreidae) por exemplo possui uma grande capacidade de conversdo da
producao primaria do mar em proteina animal através do seu mecanismo de alimentacéo por
filtracdo de uma vasta quantidade de agua se tornando fonte de alimento e renda para
comunidades ribeirinhas e importante matéria-prima para a industria da pesca e aquicultura.

Os dados oficiais divulgados pela Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Agricultura e a Alimentagao - FAO demonstram que o cultivo de moluscos tem tido uma
crescente importancia no mundo. A produgao global de moluscos cultivados alcangou a marca
de 17 milhoes de toneladas em 2016 que representaram em torno de 29,2 bilhodes de dolares. As
espécies mais cultivadas no mundo sao as ostras do género Crassostrea, berbigoes Ruditapes
philippinarum e vieiras da familia Pectinidae. A China se destaca com a maior produ¢ao do
mundo em torno de 14,2 milhoes de toneladas de peso vivo, aproximadamente 83% da producao
mundial, e o Chile continua despontando como o maior produtor da América do Sul, 307.4 mil
toneladas de peso vivo (FAO, 2018).

O cultivo de moluscos bivalves no Brasil iniciou de maneira experimental com a
introducao de espécies exaticas no final dos anos 80, porém hoje a produgao em alta escala se
destaca principalmente na regiao Sul do pais. A ostreicultura brasileira ¢ dominada pela
producdo da ostra japonesa Crassosstrea gigas, seguida por outras espécies, incluindo ostras de
mangue Crassostrea rhizophorae e Crassostrea gasar (EPAGRI, 2015; SUHNEL et al., 2016).
A producdo de ostras, vieiras e mexilhGes em cativeiro foi de, aproximadamente, 11 mil
toneladas em 2021 e Santa Catarina foi o principal Estado produtor, sendo responsavel por
aproximadamente 95,35% da producédo (IBGE, 2022). A costa litordnea do Nordeste brasileiro
detém condigdes climaticas favoraveis para o cultivo de espécies nativas C. rhizophorae e C.
gasar, porém a producao ainda ¢ fortemente extrativista e desempenhada pelas populagdes
ribeirinhas. Além dos Estados da Paraiba e Sergipe, 0 Rio Grande do Norte vem se destacando

na produgao através da capacitacao e formalizagdo de associagOes de produtores como a
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Associagdo dos Produtores de Ostras do Rio Grande do Norte — APROOSTRAS, e
recentemente se tornou o primeiro Estado a reproduzir ostras em escala comercial expandindo
0 cultivo sem agredir os estoques naturais (MELLO, 2016).

A malacocultura de maneira geral, vide a ampla variedade de espécies de moluscos
bivalves encontrados na costa brasileira, ¢ uma fonte nutricional chave, bem como um motor
econdmico nas zonas costeiras, a0 mesmo tempo que fornece importantes servigos
ecossistémicos, como a filtracdo e tamponamento da 4gua marinha ou estuarina. Entretanto,
esses ambientes sdo frequentemente ameacados por uma transformacdo ambiental sem
precedentes e a influéncia dessas mudancas nas epizootias de doencas é agora uma importante
questdo cientifica a ser enfrentada. Tais mudancas estdo relacionadas a consequéncias de acdes
antropogénicas que alteram o equilibrio dos ecossistemas, principalmente os casos de
introducdo de espécies patdgenas exoticas em ambientes anteriormente livres podendo levar ao
surgimento de novas enfermidades emergentes com, em alguns casos, consequéncias
desastrosas para as populacdes hospedeiras locais (ITOIZ et al., 2022)

Nos ecossistemas aquéticos, a introducdo involuntaria de patogenos exoticos
aumentou substancialmente com a globalizacdo das economias e a cada dia centenas de espécies
sdo transferidas passivamente pelos oceanos por transporte maritimo (Ex: dgua de lastro),
comércio de ornamentais ou introdugédo de espécies de cultivo (RUIZ et al., 2000; PATOKA et
al., 2018). Um dos exemplos mais famosos de doenga emergente ¢ a doenga “Dermo” ou
Perkinsiose causada pelos protozoarios Perkinsus marinus e Perkinsus olseni (Perkinsea,
Alveolata) que detém alto potencial de viruléncia e podem causar eventos de mortalidade em
massa por isso sdo consideradas espécies de notificagdo obrigatéria (WOAH, 2022). As
infeccdes por P. marinus (MACKIN et al., 1950) foram originalmente localizadas e enzo6ticas
no sudeste dos Estados Unidos (EUA) e no Golfo do México no final dos anos 1940-1990
(BURRESON et al., 1994; ANDREWS, 1996). E provavel que sua subsequente disseminagao
para o nordeste dos EUA tenha sido devido as influéncias combinadas da importagdo de ostras
infectadas e mudancas ambientais como resultado das mudancas climaticas (GLEASON et al.,
2017). No caso do Perkinsus olseni (LESTER; DAVIS, 1981) a dispersao partiu de gastropodes
infectados na Austrdlia e introduzidos na Europa para estimular o desenvolvimento da
aquicultura naquele continente (RUANO et al., 2015).

Como os protozoarios causaram a maioria das doencas historicamente significativas
em moluscos, esse grupo patogénico € de grande preocupacédo para a exploracdo de moluscos
(CARNEGIE et al., 2016). Varias espécies de bivalves e gastropodes de valor econdmico foram

afetadas pela infec¢éo por Perkinsus sp. e causaram grandes prejuizos para a indUstria de pesca
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e aquicultura. Numerosos casos de mortalidade em massa e declinios populacionais ja foram
relatados (AZEVEDO et al., 1989; HAMAGUCHI et al., 1998; SAGRISTA et al., 1995;
ENRIQUEZ-ESPINOZA et al., 2010; ARZUL et al., 2012; PRETTO et al., 2018).

Até o presente momento, pesquisas sobre a ocorréncia de Perkinsus sp. e sanidade
em moluscos bivalves sao escassas no Rio Grande do Norte (RN) mesmo o Estado possuindo
tradicdo extrativista e crescente destaque na cadeia produtiva de ostras do Nordeste. Portanto,
considerando a importancia desses organismos aquaticos para a manutengao do ecossistema
dos manguezais e o potencial papel econdmico que a ostreicultura pode prover ao RN, se faz
necessario o desenvolvimento de pesquisas que contribuam para a manutencao da sanidade
destes moluscos na regiao e monitorem a introducdo de novos patdgenos em novas areas

utilizando as metodologias mais avancadas de deteccao associadas as técnicas classicas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Espécies de Perkinsus sp. reconhecidas e a cronologia dos registros taxonémicos

Os primeiros conhecimentos sobre a epizootiologia de Perkinsus sp. infectando
moluscos bivalves foram obtidos durante as investigacdes de eventos de mortalidade em massa
(EMM) de estoques de ostras nativas no Estado da Louisiana, Golfo do México, EUA, em
meados do século XX. Historicamente, a ostra oriental Crassostrea virginica, nativa da costa
leste e sudeste dos EUA, é considerada um importante recurso pesqueiro utilizado durante
seculos como fonte alimentar pelos indigenas norte-americanos e depois pelos imigrantes
europeus, passando a ser cultivada no final do século XIX e a representar uma importante
atividade aquicola economicamente lucrativa até os dias atuais (SMOLOWITZ, 2013). Os
EMM ocorridos no ano de 1946 tanto em C. virginica de bancos naturais quanto de cultivo
inicialmente foram relacionados a consequéncias antropogénicas causadas por vazamento de
petréleo perto da costa, porém dois anos depois foi identificado a presenca de um organismo
esférico nos tecidos de ostras doentes e que estavam ausentes em ostras saudaveis (VILLALBA
et al., 2004). Identificado inicialmente como Dermocystidium marinum (MACKIN; OWEN;
COLLIER, 1950) e afiliado a uma linhagem flngica, anos depois 0 agente passou a ser
considerado um protista do filo Apicomplexa (Alveolata) devido a suas caracteristicas
morfoldgicas como a presenga de uma membrana subpelicular, microporos e uma estrutura
condide (estagio de zoosporo) observados sob microscopia eletrénica (PERKINS; MENZEL,
1967; PERKINS, 1976). O entdo novo género Perkinsus foi originalmente colocado na Ordem
Perkinsidae da Classe Perkinsea dentro do Filo Apicomplexa (LEVINE, 1978) e a espécie
passou a ser denominada Perkinsus marinus.

Reece et al. (1997) revelaram que as espécies de Perkinsus estavam mais
intimamente relacionadas com dinoflagelados do que com apicomplexas quando analisadas
suas sequéncias de rRNA e de genes de actina. Por compartilhar caracteristicas semelhantes
com dois filos diferentes (Apicomplexa e Dinoflagelado), o filo Perkinsozoa foi proposto como
um novo filo do reino Alveolata (NOREN; MOESTRUP; REHNSTAM-HOLM, 1999;
ROBLEDO et al., 2011; MANGOT; DEBROAS; DOMAIZON, 2011) e a afiliacdo do género
Perkinsus nessa linhagem independente foi apoiada anos depois por analises moleculares
adicionais (ZHANG et al., 2011). Isso tem implicagdes importantes para a compreensdo do
ciclo de vida do organismo e para a identificacdo de formas observadas nos tecidos das ostras

e na coluna d'agua (SMOLOWITZ, 2013). Estudos identificaram dez espécies do género
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Perkinsus com diferentes potenciais de viruléncia e uma diversa gama de hospedeiros,

entretanto atualmente apenas sete espécies sdo taxonomicamente reconhecidas dentro do

género e estdo distribuidas mundialmente (Tabela 1).

Tabela. 1. Perkinsus sp. infectando moluscos em todo o mundo e suas respectivas

referéncias.
Agente local Espécie hospedeira Autor
Perkinsus marinus EUA Crassostrea gigas Mackin et al. (1950)
C. virginica Reece et al. (2008)
Guévélou et al. (2021)
México Crassostrea gigas Enriquez-Espinoza et a. (2010)
Saccostrea palmula Caceres-Martinez et al. (2012)
C. corteziensis Villanueva-Fonseca et al. (2020)
Panama Crassostrea rhizophorae , C. virginica Pagenkopp Lohan et al. (2016)
Striostrea prismatica e Saccostrea palmula
P. olseni Austrélia Haliotis rubra Lester e Davis (1981)
H. rubra e H. laevigata aMurrell et al. (2002)
Nova Zelandia Austrovenus stutchburyi Dungan et al. (2007)
Portugal Ruditapes decussatus aAzevedo (1989)
Franca Ruditapes decussatus e R. philippinarum Arzul et al. (2012)
Italia Ruditapes decussatus, R. philippinarum e Pretto et al. (2014)
Venerupis pullastra
Espanha Cerastododerma glaucum, Venus verrucosa Ramilo et al. (2015 e 2016)
Ruditapes decussatus, R. philippinarum
Venerupis aurea e V. corrugata
Tailandia Paphia undulata Leethochavalit et al (2004)
Vietnd Tridacna crocea Sheppard e Phillips (2008)
india Pinctada fucata Sanil et al. (2010)
Paphia malabarica Shamal et al. (2018)
Japdo Ruditapes philippinaru Umeda e Yoshinaga (2012)
China Soletellina acuta Cui et al. (2018)
Pintacta martensii, Crassotrea hongkongensis, Yang et al. (2022)
Haliotis diversicolor e Chlamys nobilis
Coreia do Sul Anadara kagoshimensis Cho et al. (2022)
Uruguai Pitar rostrata Cremonte et al. (2005)
Panama Crassotrea rhizophorae, Dendostrea frons Pagenkopp Lohan et al. (2016)
Isognomon sp., |. alatus, Saccostrea sp. e
Pinctada imbricata
Argentina Mytilus chilensis Vézquez et al. (2022)
P. beihaiensis China Crassotrea hongkongensis e C. ariakensis Moss et al. (2008)
Soletellina acuta Cui et al. (2018)
C. hongkongensis e Haliotis diversicolor Yang et al. (2022)
india Crassostrea madrasensis Sanil et al. (2012)
Panama Isognomon sp., I. alatus, Dendostrea frons Pagenkopp Lohan et al. (2016)
Crassotrea rhizophorae, C. columbiensis
Saccostrea sp., S. palmula e Striostrea prismatica
Japéo Mytilus galloprovincialis Itoh et al. (2019)
P. chesapeaki EUA Mya arenaria McLaughlin et al. (2000)
Macoma balthica PCoss et al. (2001)
M. arenaria ®Burreson et al. (2005)
Tagelus plebeius Reece et al. (2008)
Mulinia lateralis
Rangia cuneata
Cyrtopleura costata
Franca Ruditapes decussatus e R. philippinarum Arzul et al. (2012)
Espanha Cerastoderma edule Carrasco et al. (2014)
Ruditapes philippinaru Ramilo et al. (2016)
Panama Crassotrea columbiensis, Dendostrea frons e Pagenkopp Lohan et al. (2016)
Saccostrea sp.
P. mediterraneus Espanha Ostrea edulis Casas et al. (2004)
Mimachlamys varia Box et al. (2020)
Italia Ostrea edulis Ramilo et al. (2015)
P. honshuensis Japdo Ruditapes philippinarum Dungan e Reece (2006)
Coreia do Sul Ruditapes variegatus Kang et al. (2016)
P. qugwadi Canada Patinopecten yessoensis Blackbourn et al. (1998)

Espécies sindnimas: ? = P. atlanticus; ®=P. Andrewsi
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A partir da identificacdo do P. marinus (MACKIN et al., 1950) como o agente
etiologico da Perkinsiose ou “dermo” em ostras C. virginica, novos registros de EMM foram
notificados nos EUA e demais paises. Além da costa norte-americana do Golfo do México, P.
marinus mostrou um aumento significativo em sua area geografica nos EUA ao longo da costa
leste (ANDREWS, 1988, 1996; BURRESON; RAGONE CALVO 1996). A dispersdo deste
patogeno pela costa das Americas parece ser permanente e pode estar relacionada com fatores
abidticos como temperatura e salinidade (FORD, 1996; FORD; SMOLOWITZ, 2007,
BRANDAO et al., 2013). Em 2007, P. marinus foi detectado em cultivos de ostras nativas
Crassostrea corteziensis do estado de Nayarit, na costa do Pacifico do México e essas infecgdes
foram associadas a introducBes descontroladas de C. virginica na regido (CACERES-
MARTINEZ et al., 2008; CACERES-MARTINEZ et al., 2010). Posteriormente, Caceres-
Martinez et al. (2012) detectaram P. marinus infectando Saccostrea palmula de bancos naturais
e cultivo no estado de Sinaloa, na costa do Pacifico do México. Enriquez-Espinoza et al. (2010)
atribuiram os EMM de Crassostrea gigas cultivadas no Golfo da Califérnia (noroeste do
México) em julho e agosto de 2006 a infec¢des por P. marinus. Moluscos bivalves coletados
na costa do Panama banhada tanto pelo Mar do Caribe como pelo Oceano Pacifico também
foram infectados por P. marinus, mas sem registros de EMM (PAGENKOPP LOHAN et al.,
2016).

A segunda espécie identificada foi Perkinsus olseni (LESTER; DAVIS, 1981)
infectando gastropodes Haliotis ruber no sul da Australia causando grandes abscessos
musculares que debilitavam o hospedeiro e prejudiva a economia local. P. olseni é considerado
0 patégeno mais cosmopolita dentre os protozoarios do género Perkinsus e infecta uma grande
variedade de hospedeiros em todo 0 mundo. De acordo com Ruano et al. (2015), este agente foi
co-introduzido na Europa com o molusco hospedeiro Ruditapes philippinarum em 1972 para o
desenvolvimento da aquicultura no continente. Inicialmente descrito na Europa como Perkinsus
atlanticus (AZEVEDO, 1989), o protozoario causou EMM em Ruditapes decussatus no sul de
Portugal e infectou bivalves de diferentes areas da costa atlantica e mediterranea da Espanha
(NAVAS et al. 1992; SAGRISTA et al., 1996; ORDAS et al., 2001; CASAS et al., 2002a).
Com base em analises moleculares, foi possivel afirmar que na verdade P. atlanticus e P. olseni
sdo co-especificos, tratava-se entdo de uma sinonimia, sendo o Ultimo a espécie taxonémica
prioritaria (MURREL et al., 2002). Atualmente, P. olseni estd presente na costa atlantica e
mediterranea da Europa ainda causando prejuizos e EMM (ABOLLO et al., 2006; BALSEIRO
etal., 2010; ARZUL etal., 2012; PRETTO et al., 2014). Sua ampla dispersdo nos oceanos pode

ser justificada pela aparente facilidade de adaptacdo as diferentes condi¢des ambientais e pela
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capacidade de infectar inimeras espécies hospedeiras localizadas também nas regifes costeiras
da América Latina, Oceania e Asia (CREMONTE et al., 2005; DUNGAN et al., 2007;
SHAMAL et al., 2018; PAGENKOPP LOHAN et al., 2016; CHO et al., 2022; VAZQUEZ et
a., 2022).

As espécies P. marinus e P. olseni apresentam alto potencial de viruléncia que
podem causar graves prejuizos a malacocultura mundial e ao equilibrio dos ecossistemas
costeiros. Hospedeiros podem sofrer degeneracdo nos tecidos moles tornando-os visivelmente
aquosos e finos quando infectados por P. marinus (SMOLOWITZ, 2013) e formar abscessos
ou nddulos esbranquigados em branquias, manto e tecidos do corpo mole quando infectados P.
olseni (SHEPPARD; PHILLIPS, 2008; GLEASON et al., 2017). Além disso, a capacidade de
promover EMM colocam esses patdgenos na lista de doencas de notificacdo obrigatoria da
Organizagdo Mundial para Saude Animal — WOAH (Fundada como OIE) (2022).

McGladdery et al. (1991) identificaram um parasita apicomplexa semelhante a
Perkinsus sp. que formava abcessos teciduais em vieiras Argopecten irradians da costa leste do
Canada e o nomearam de Perkinsus karlssoni. Diferencas morfoldgicas nas fases de vida do P.
karlssoni foram identificadas num estudo subsequente concluindo que o agente ndo pertencia a
uma espécie valida de Perkinsus sp. (GOGGIN et al., 1996). Por outro lado, um parasita protista
inicialmente chamado de “Protista X de Vieiras” (SPX) que causava alta mortalidade em vieiras
japonesas Patinopecten yessonesis introduzidas em 1983 na Columbia Britanica, Canada,
demonstrou uma semelhante morfologia dos seus estigios de desenvolvimento e uma
multiplicacdo vegetativa compativel com outros Perkinsus spp. mesmo ndo sendo
diagnosticado pela técnica de incubagdo em Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM) e
desenvolvendo zoosporos apenas dentro do hospedeiro, assim ele foi descrito como Perkinsus
qugwadi (BLACKBOURN et al., 1998), uma espécie enzodtica de vieira exdtica no Canada
(BOWER et al., 1998).

Na Baia de Chesapeake no Estado de Maryland, EUA, duas novas espécies foram
inicialmente descritas. A primeira espécie identificada foi Perkinsus chesapeaki
(MCLAUGHLIN et al., 2000) infectando moluscos de concha mole, berbigdo Mya arenaria,
apresentando caracteristicas morfolégicas semelhantes a Perkinsus sp. em todas as fases do
ciclo de vida que foram apoiadas por ensaios moleculares, além de se desenvolver em
temperaturas abaixo de 20° C como o P. qugwadi (BLACKBOURN et al., 1998; BOWER et
al., 1998). O reconhecimento de uma segunda espécie Perkinsus andrewsi (COSS et al., 2001)
que infectava o hospedeiro simpéatrico Macoma balthica foi rapidamente desconsiderado por

evidéncias filogenéticas e ciclos celulares indistinguiveis que o consideravam sindnimo janior
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de P. chesapeaki (BURRESON et al., 2005). P. chesapeaki parece ter sido acidentalmente
introduzido na Europa através de seus vetores Mya arenaria ou Mercenaria mercenaria dos
EUA (ARZUL et al., 2012). A detecc¢do esporadica de P. chesapeaki ndo reflete uma dindmica
de expansdo. Até o momento, nenhum evento de mortalidade afiliado a P. chesapeaki foi
registrado (ITOIZ et al., 2022).

Investigacdes de ocorréncia de organismos semelhantes a Perkinsus sp. infectando
moluscos no Mar Mediterrdneo documentadas desde o final da década de setenta ndo haviam
identificado o parasita a nivel de espécie e somente no ano de 2003 estudos in vitro e
moleculares permitiram identificar o Perkinsus mediterraneus (CASAS et al., 2004) como o
agente infeccioso de ostra europeia Ostrea edulis cultivada ao longo da costa das Ilhas Baleares,
Espanha. Caracteristicas morfoldgicas e genéticas especificas indicaram considerar uma nova
espécie no género. Da mesma maneira, Dungan e Reece (2006) conseguiram identificar o
Perkinsus honshuensis como o parasita voraz de moluscos comerciais Venerupis philippinarum
no Japdo. Em ambos os casos o sequenciamento do &cido ribonucleico ribossdmico de
subunidade pequena (ssu rRNA) confirmaram que os parasitas pertenciam ao género Perkinsus
e as sequéncias do espacador transcrito interno (ITS) eram distintas de quaisquer sequéncias
ITS de Perkinsus sp. previamente publicadas ou depositadas no GenBank. Posteriormente,
andlises filogenéticas indicaram uma relagdo préxima entre P. mediterraneus e P. honshuensis
(CASAS et al., 2008).

O sétimo representante do género Perkinsus identificado e taxonomicamente
reconhecido foi o Perkinsus beihaiensis (MOSS et al., 2008) através de uma combinacédo de
resultados histoldgicos e filogenéticos que suportavam a identificacdo de uma nova espécie
parasita infectando Crassostrea hongkongensis, Crassostrea ariakensis e outros hospedeiros
bivalves das provincias de Fujian a Guangxi, no sul da China. P. beihaiensis tem provocado
infeccbes de menor potencial patogénico quando comparado as demais espécies e
aparentemente ndo causam nos hospedeiros quadros clinicos de Perkinsiose (SABRY et. al.,
2013; CUl et al., 2018; ITOH et al., 2019).

2.2. Registros de espécies de Perkinsus sp. identificadas na costa brasileira

No Brasil, Sabry et al. (2009) relataram o primeiro caso de Perkinsus sp. infectando
a ostra nativa Crassostrea rhizophorae do estuario do Rio Pacoti, Ceara (CE). Estudos
moleculares detectaram uma relacdo filogenética proxima com o P. beihaiensis que infectava
ostras na China (MOSS et al., 2008) e na india (SANIL et al., 2012). Este registro foi pioneiro
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na costa brasileira e a partir dele novas investigacbes também detectaram protozoarios do
género Perkinsus infectando moluscos em outros Estados atraveés de analises ndo especificas e
diagndsticos moleculares confirmatorios (Tabela 2) (BRANDAO et al., 2013; QUEIROGA et
al., 2013; DANTAS NETO et al., 2015, 2020; LUZ; BOEHS., 2015; DA SILVA et al., 2016;
SILVA etal., 2017). Durante um levantamento parasitologico de ostras C. rhizophorae do Rio
Pacoti, Ceara, analises filogenéticas identificaram P. beihaiensis como o agente infeccioso
presente nas amostras sendo esta a primeira espécie registrada no pais e o0 primeiro relato caso
de P. beihaiensis infectando este hospedeiro (SABRY et. al., 2013).

Tabela 2. Registros de Perkinsus spp. infectando moluscos na costa brasileira e suas

referéncias.

Agente

Local

Espécie hospedeira

Autores

Perkinsus sp.

P. marinus

P. olseni

P. beihaiensis

P. chesapeaki

Estuério Rio Pacoti - CE
Estuario Rio Marad — BA
Estuario Rio Graciosa — BA
Estuario Rio Mamanguape - PB
Estuario Rio Jaguaribe — CE
Estuario Rio Carnaubeiras — MA
Estuério Rio Camurupim — PI
Baia de Camamu - BA

Fazenda PRIMAR - RN
Estuério Porto de Mangue — RN
Estuario Rio Jaguaribe - CE

Estuario Rio Paraiba - PB
Estuario Rio Sdo Francisco - SE
Estuério Rio Mamanguape - PB
Baia de Camamu - BA

Estuario Rio Sao Francisco - SE
Sé&o Francisco do Sul - SC

Estuério Rio Séo Francisco - SE
Estuério Rio Mamanguape - PB
Estuéario Rio Pacoti - CE
Estuario Rio Timonha - CE
Estuério Rio Mamanguape - PB
Baia de Camamu - BA

Estuério Rio Sao Francisco - SE
Baia de Camamu - BA
Balneario Barra do Sul - SC
Estuario Rio Jaguaribe - CE
Estuério Rio Jaguaribe - CE

Crassostrea rhizophorae
C. rhizophorae

C. rhizophorae

C. rhizophorae

C. gasar

C. rhizophorae
Anomalocardia brasiliana e
Mytella falcata

C. rhizophorae

. rhizophorae

. rhizophorae e C. gasar
. gigas e C. gasar

. gigas

. gasar

. gasar

. rhizophorae

. brasiliana

. gasar

. rhizophorae

. rhizophorae e C. gasar
. rhizophorae e C. gasar
. gasar

Crassostea sp.

C. rhizophorae

0000000000000«

Sabry et. al. (2009)
Brandao et al. (2013)

Queiroga et al. (2013)
Dantas Neto et al. (2015)

Luz e Boehs (2015)

da Silva et al. (2016)
Silva et al. (2017)
Dantas Neto et al. (2020)

da Silva et al. (2013)

da Silva et al. (2014)
Queiroga et al. (2015)
Pinto et al. (2017)
Scardua et al. (2017)
Luz Cunha et al. (2019)
Leibowitz et al. (2019)
da Silva et al. (2014)
Queiroga et al. (2015)
Sabry et. al. (2013)
Pinho Ferreira et al. (2015)
Queiroga et al. (2015)
Luz e Boehs. (2016)
Scardua et al. (2017)

Luz et al. (2018)

Luz Cunha et al. (2019)
Dantas Neto et al. (2020)
Dantas Neto et al. (2016)

No estado da Paraiba, da Silva et al. (2013) conseguiram visualizar através da

esporulacéo in vitro algumas fases de vida do patdgeno e por ensaios moleculares confirmaram
0 primeiro caso de P. marinus no Brasil, uma espécie de notificacdo obrigatéria & Organizacao
Mundial para Saude Animal — WOAH (fundada como OIE). O agente foi detectado em ostras
C. rhizophorae no estuario do Rio Paraiba, com valores de prevaléncia acima de 70% e uma
alta intensidade, situacdo oposta daquela observada por Sabry et. al (2009), onde as amostras

apresentaram apenas 10% de prevaléncia no RFTM. Este também foi o primeiro relato de
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ocorréncia de P. marinus na América do Sul e o primeiro relato de P. marinus infectando
naturalmente ostras C. rhizophorae.

Da Silva et al. (2014) avaliaram a saude de populagdes selvagens e cultivadas de
ostra de mangue Crassostrea gasar do estuario do Rio Sao Francisco no estado de Sergipe (SE)
onde identificaram infeccdes causadas por P. marinus e P. olseni com diferentes prevaléncias
nos periodos secos e chuvosos. Este foi o primeiro registro P. olseni e P. marinus infectando
C. gasar. Além disso, foi o primeiro estudo a documentar co-infeccéo por P. olseni e P. marinus
em um unico hospedeiro. Embora as infec¢bes por P. olseni sejam previamente relatadas entre
0s moluscos P. rostrata da costa do Uruguai (CREMONTE et al., 2005), tais resultados sdo 0s
primeiros a confirmar P. olseni em um molusco do hemisfério ocidental por ensaios de
hibridacao in situ com uma sonda de DNA especifica da espécie. Pela primeira vez também um
ciclo sazonal anual para Perkinsus sp. foi documentado no Brasil, com menores prevaléncias e
intensidades de infeccdo durante a estagcéo chuvosa de julho, com a temperatura mais baixa da
agua do mar (em torno de 25°C) e salinidade (23,8%o = 0,5). Associagdo de fatores abidticos
(temperatura e salinidade da 4gua) com a dinamica sazonal de infec¢fes de moluscos marinhos
por Perkinsus sp. estd bem documentada nas regibes de clima temperado no mundo
(VILLALBA et al., 2004).

Outros géneros de moluscos encontrados na costa brasileira também foram
investigados quanto a sua susceptibilidade ao Perkinsus sp. Berbigdes silvestres da espécie
Anomalocardia brasiliana foram coletados no Estuério do rio Timonha, CE, e apontavam, apés
a incubacdo em RFTM, para a presenca de células parasitarias esféricas e enegrecidas apos
adicdo do Lugol sugerindo ocorréncia de hipnosporos de Perkinsus sp. em amostras de
branquias e reto do hospedeiro. A analise filogenética posterior indicou fortemente P.
beihaiensis como a espécie infectante (PINHO FERREIRA et al., 2015). Este é o primeiro
relato de P. beihaiensis infectando berbigdo A. brasiliana.

InfeccBes simultdneas em ostras de cultivo também foram registradas na Paraiba
(PB) com a confirmacdo por diagndstico molecular da presenca de P. marinus, P. olseni e P.
beihaiensis infectando a ostra C. gasar do estuario do rio Mamanguape (QUEIROGA et al.,
2015), cerca de 40 km do estuario do Rio Paraiba, onde P. marinus foi detectado infectando C.
rhizophorae (DA SILVA et al., 2013). Este é o primeiro relato de P. beihaiensis em ostras C.
gasar.

Investigando a presenca de Perkinsus sp. em ostras do estuério do Rio Jaguaribe,
CE, Dantas Neto et al. (2016) registraram pela primeira vez a presenca de P. chesapeaki

infectando a ostra C. rhizophorae, porém apresentando baixa prevaléncia (2,6%) em ambas as
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estacdes seca e chuvosa. Esta também foi a primeira deteccdo desta espécie infectando bivalves
na Ameérica do Sul.

Um estudo pioneiro realizado no Estado da Bahia (BA) utilizou técnica nédo
convencional de diagnostico de Perkinsus sp. por meio de analise proteémica para detectar P.
marinus em C. rhizophorae de bancos naturais do estuario de Porto do Campo na Baia de
Camamu. Os resultados confirmaram a presenca de concentragdes de beta-tubulina homolaga
ao P. marinus (PINTO etal., 2017). A identificacdo provavelmente s6 foi possivel porque pools
de ostras foram usados na analise protedmica aumentando as possibilidades de concentracdes
proteicas na amostra. Em estudo realizado por Luz e Boehs (2016) nos mesmos locais, P.
marinus nao foi detectado pelas técnicas de diagnostico oficiais (WOAH, 2021). A deteccao de
P. marinus por protebmica mostrou-se, nesse caso, mais sensivel do que as ferramentas
moleculares convencionalmente utilizadas, indicando que talvez esse patdgeno esteja presente
em baixa prevaléncia ou baixas intensidades. Este é o primeiro registro de P. marinus na BA.
Outra espécie de Perkinsus sp. também foi detectada na Baia de Camamu, desta vez por PCR
e sequenciamento de DNA, trata-se do P. beihaiensis que infectava ostras C. rhizophorae e C.
gasar com maior prevaléncia em C. rhizophorae que provavelmente foi influenciada pela
salinidade, com a qual houve correlacdo positiva (LUZ et al., 2018).

Com o objetivo de avaliar o impacto da perkinsose nas caracteristicas produtivas de
ostras Crassostrea spp. cultivadas no Brasil, bem como a suscetibilidade de duas espécies
nativas, Scardua et al. (2017) confirmou a presenca de P. marinus e identificou também
infeccdo de C. rhizophorae e C. gasar por P. beihaiensis no estuario do Rio Sdo Francisco, SE.
A perkinsose ndo causou mortalidade em nenhum estagio de crescimento das ostras, porém a
C. gasar teve melhor desempenho sugerindo que, mesmo sob infec¢cdo prematura e acometida
da enfermidade, a ostreicultura no nordeste do Brasil é viavel e pode ser lucrativa com o uso de
espécies nativas. Neste estudo também foi possivel observar co-infec¢do por P. marinus e P.
beihaiensis tanto em C. rhizophore quanto em C. gasar.

Os primeiros relatos da ocorréncia de Perkinsus sp. na regido sul do Brasil surgiram
no estado de Santa Catarina a partir de estudos iniciais de avaliagdo da perkinsose com amostras
de ostras adultas coletadas em oito locais no estado de Santa Catarina (SC) entre 2013 e 2014.
O sequenciamento de todos os produtos amplificados a partir de amostras de DNA de
Crassotrea gigas e C. gasar de Sao Francisco do Sul mostraram sequéncias idénticas (100% de
similaridade) quando comparados entre si e com sequéncias de P. marinus encontradas na PB
(QUEIROGA et al., 2015) e no México (ESCOBEDO-FREGOSO et al., 2015). Além disso,

sequéncias identificadas como P. beihaiensis em C. gasar de Balneario Barra do Sul mostrou
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100% de semelhanca entre si e com sequéncias depositadas no GenBank (LUZ CUNHA et al.,
2019). Este é o primeiro registro de P. marinus infectando C. gigas na América do Sul. Além
disso, este é o primeiro relato de P. beihaiensis no Estado de Santa Catarina infectando C.
gasar.

Ainda em Santa Catarina, notificacbes de suspeita de mortalidades de
aproximadamente 10% em populacbes de ostras Crassostrea sp., selvagens e cultivadas na
regido das Laranjeiras, S&o Francisco do Sul, que ndo apresentavam sinais clinicos evidentes
foram feitas a Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola - CIDASC. Amostras desses
individuos juntamente com amostras de C. gigas jovens e adultas de cultivo foram coletadas
entre 2015 e 2016 e enviadas ao AQUACEN, Laboratério Oficial Central da Rede Nacional de
Laboratérios Oficiais do Ministério da Agricultura (RENAQUA). Todas as ostras nativas
Crassostrea sp. e C. gigas adultas confirmaram a identidade de P. marinus com 99 - 100% de
similaridade (LEIBOWITZ et al., 2019). Tal notificagdo foi o primeiro caso confirmado
oficialmente pelo MAPA de um protozoério de notificacdo obrigatéria em ostras no Estado de

Santa Catarina.

2.3. Ciclo de vida do Perkinsus sp.

Protozoarios do género Perkinsus sdo parasitas endobidticos, sem hospedeiros
intermediarios, com ciclo de vida direto (monoxeno) que consiste em quatro estagios diferentes
ocorrendo dentro e fora do hospedeiro, com excecdo de P. qugwadi onde todos 0s estagios
podem ser observados nos tecidos do hospedeiro (BLACKBOURN et al., 1998), e
caracterizados por uma etapa mével de vida livre e uma etapa imovel vegetativa (JOSEPH et
al., 2010; SOUDANT et al., 2013). Os quatro estagios sao definidos em trofozoito, hipndsporo,
zoosporangio e zoosporo. Todos os estagios do ciclo de vida sdo considerados infecciosos e
podem induzir novas infec¢es em hospedeiros saudaveis (ITOIZ et al., 2022; WOAH, 2022).

O estagio mais abundante em um animal infectado é o trofozoito que pode circular
e proliferar vegetativamente nos tecidos conjuntivo e epitelial, extracelularmente e na superficie
de reto, brénquia e manto sendo considerado o principal agente de transmissdo da doenca
(VOLETY; CHU, 1994; CHU; HALE, 1994; PERKINS, 1996; SOUDANT et al., 2013;
ROBLEDO et al., 2018). O trofozoito é caracterizado morfologicamente por uma célula de
estrutura esférica com um vacuolo ligeiramente excéntrico ocupando a maior parte do volume
celular e um nucleo periférico, tendo assim aparéncia de “anel de sinete” e apresentando

tamanhos variados entre as espécies (Figura 1) (VILLALBA et al., 2004).
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Figura 1. Ciclo de vida do Perkinsus olseni. Fonte: Adaptado de Itoiz et al. (2022).

No hospedeiro, o Perkinsus sp. permanece viavel e prolifera por multiplicacao
vegetativa passando por sucessivas biparticdes num processo de esquizogonia com ciclos de
cariocinese seguidos de cintocinese que resultam na producdo de varias células filhas
permanecendo juntas num arranjo de “forma de roseta” no interior do protozoario (VILLALBA
et al., 2004; CHOI; PARK, 2010; GLEASON et al., 2017). Apds a producéo de células-filhas
a parede celular sofre uma ruptura e os trofozoitos imaturos séo liberados no interior dos tecidos
ou no limen do sistema vascular onde crescem gradualmente tornando-se células vegetativas
maduras (PERKINS, 1996; BOWER, 2013; ITOIZ et al., 2022). Os trofozoitos s&o liberados
na agua pelo hospedeiro vivo apés diapedese de fagossomos que migram através dos tecidos ao
trato digestivo e se rompem liberando trofozoitos viaveis que em seguida sdo incorporados as
fezes e excretados pelo reto (BUSHEK et al. 1997; SCANLON et al. 1997; BUSHEK et al.
2002). As pseudofezes também sdo consideradas veiculos de transmissdo de trofozoitos na
coluna d’agua por moluscos vivos. Agregados marinhos compostos de materiais rejeitados
durante o processo de filtracdo das branquias antes de atingir a boca do animal s&o comumente
encontrados nos 6rgaos paliais (cavidade palial) (RALPH et al., 2008) e na area de descarga de
pseudofezes do manto (WINNICKI et al.,, 2008; ALLAM et al., 2013) podendo conter
trofozoitos viaveis que se multiplicam e liberam suas células-filhas no ambiente marinho
(BOWER, 2013).
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Segundo Villalba et al. (2004), hospedeiros vivos infectados sdo uma fonte continua
de transmissdo de trofozoitos, porém mecanismos de disseminacdo independentes permitem a
continuidade do ciclo de vida do Perkinsus sp e sua liberagdo no ambiente mesmo apds a morte
do hospedeiro. Quando o hospedeiro se torna moribundo ou morre, o parasita aumenta de
tamanho e desenvolve uma parede celular espessa tornando-se hipnésporo (VALIULIS;
MACKIN, 1969; PERKINS, 1996), em seguida é liberado na agua a partir dos tecidos
infectados em decomposi¢do (BUSHEK et al. 2002). Segundo Choi e Park (2010), uma vez
colocados em uma condicdo anaerobia, hipdxia ou necrose tecidual, o trofozoito desenvolve a
forma de hipndsporo, estagio percussor do zoosporangio também chamado de prezoosporangio
(PERKINS, 1996). Essa condicdo foi observada inicialmente por Ray (1952) ao detectar
trofozoitos esféricos aumentados e com paredes espessas durante incubacdo de tecidos
infectados por P. marinus em meio fluido de tioglicolato, que se acredita mimetizar as
condi¢bes de um hospedeiro moribundo (PERKINS, 1976). A obtencdo de hipndsporos
(prezoosporangios) durante a incubacdo em RFTM também foi observado em todos os outros
Perkinsus spp. exceto para P. qugwadi (BLACKBOURN et al. 1998).

Ap0s serem liberados em agua do mar ou estuarina sob condi¢des favoraveis de
temperatura e salinidade (AUZOUX-BORDENAVE et al., 1996), os hipnosporos assumem o
estagio de zoosporangio e iniciam biparticGes sucessivas de nucleo e citoplasma formando
centenas de zoosporos elipsoidais biflagelados no interior do protozoario (CHU; GREENE,
1989). No inicio da multiplicacdo vegetativa um dos microporos associados a superficie celular,
eventualmente dois, forma um tubo de descarga por onde serdo liberados os zodsporos. Os
hipndsporos podem sobreviver por muito tempo sob condi¢cBes ambientais adversas que
impedem a zoosporulacdo, porém quando as condic¢des se tornam favoraveis, esses hipndsporos
podem sofrer biparticdes e liberar os zoosporos (CHU; GREENE 1989) sugerindo que o
hipnosporo pode ser um estagio dormente no ciclo de vida de Perkinsus spp., que lhe permite
suportar condicOes desfavoraveis (CASAS et al. 2002a). Apds a esporulacado inicia-se o Unico
estagio de vida livre e 0 zoodsporo na coluna d’agua pode ser ingerido pelo bivalve no processo
de filtragdo alimentar perdendo seus flagelos e se tornando trofozoitos ou pode evoluir para
trofozoito no ambiente e penetrar num novo hospedeiro por ingestao ou por agdo dos hemaocitos
na superficie dos 6rgaos paliais (GLEASON et al., 2017; ITOIZ et a., 2022).

2.4. Mecanismos de Infeccao
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O processo de infeccdo ocorre mediante interac0es agente-hospedeiro que
permitem a entrada do Perkinsus sp. a partir da cavidade palial e a sua transmigracao no interior
dos tecidos. Durante a alimentacéo por filtragdo formas infectantes do patégeno presente na
coluna d'agua sdo direcionadas junto com o alimento atraves das branquias e palpos labiais em
direcdo a boca onde séo ingeridas (BOWER, 2013). Outra forma de introdugdo do agente no
hospedeiro pode estar ligada a transmigracao de trofozoitos localizados na superficie dos érgéos
paliais (Figura 2A). Os moluscos bivalves tém um sistema circulatorio aberto e possuem um
sistema imunologico inato composto por fatores humorais e mecanismos mediados por células.
Os fatores humorais incluem lectinas (aglutininas, opsoninas), enzimas lisossémicas (fosfatase
acida, lisozima e vérias enzimas hidroliticas), peptideos antimicrobianos e inibidores de
protease (CHENG, 1996; CHU, 2000; BACHERE, 2003).
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Figura 2. Mecanismos de transmisséo e infeccdo do hospedeiros. (A) Processo de transmisséo
no meio externo (coluna d'agua); (B) Captura do patdgeno na cavidade palial ou trato digestivo
e transmigracdo para o interior do hospedeiro. Fonte: Adaptado de Robledo et al. (2011, 2018).
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Os mecanismos de defesa mediados por células séo realizados principalmente pelos
hemdcitos, que se movem livremente entre todos os tecidos. Os hemdcitos sdo considerados 0s
efetores celulares priméarios devido a sua capacidade de ingerir ou encapsular e depois destruir
microrganismos (SOUDANT et al., 2013). A fagocitose é a principal resposta de defesa
realizada pelos hemacitos, que também representa o melhor pardmetro imunolégico para
avaliar o estado de saude dos bivalves (SONG et al. 2010). A presenca de hemacitos associados
ao muco que reveste 0 manto, branquias e parede corporal tem sido implicada na patogénese de
P. marinus (LAU et al., 2018). Pales Espinosa et al. (2013) sugeriram que o0 muco do manto de
Crassostrea virginica aumenta a proliferacdo e a infectividade deste parasita. Uma vez na
cavidade palial ou no trato digestivo, trofozoitos exibindo ligantes de galectinas (lectinas)
presentes na superficie dos hemdcitos fagocitarios sdo internalizados formando o fagossomo
(Figura 2B) (JOSETH et al., 2010). Segundo Pales Espinosa et al. (2014), quando o trofozoito
atinge a cavidade palial ele ja expressa ativamente genes de viruléncia putativos em resposta ao
contato com muco. De fato, foi demonstrado que a galectina de C. virginica (CvGall) medeia
a entrada nos hemacitos (TASUMI; VASTA, 2007; VASTA et al., 2015). Apds ser reconhecido
e fagocitado, o Perkinus sp. transmigra para 0 meio interno e para o sistema vascular residindo
dentro dos fagossomos onde permanecem viaveis e se multiplicam formando os esquizontes
(BOWER, 2013). A translocacéo por todo o corpo do hospedeiro via sistema circulatério pode
ocorrer até 12 dias ap0s a exposicao ao patégeno (WANG et al., 2018) e, de acordo com Chu e
Lund (2006), P. marinus ndo sobrevive mais de trés dias na agua fora do hospedeiro.

Vérios mecanismos liticos intracelulares sdo acionados apds a internalizacdo do
patdgeno, incluindo enzimas lisossdmicas hidroliticas, peptideos antimicrobianos e espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (SONG et al. 2010; FANG, 2004; SCHMITT
et al. 2012; QUEIROGA et al. 2013). Entretanto, os trofozoitos de P. marinus fagocitados
podem escapar da morte oxidativa pela expressdo de enzimas antioxidantes e permanecem
viaveis anulando a explosdo respiratoria do hospedeiro (Figura 3) (VOLETY;CHU, 1995;
ANDERSON, 1999; VASTA; WANG, 2020). Desta forma, os trofozoitos conseguem
promover sua proliferacdo vegetativa por biparti¢des sucessivas produzindo células-filhas no
interior dos hemdcitos circulantes infectados que migram através dos tecidos do hospedeiro,
lisam o fagossomo e liberam trofozoitos maduros, levando a infecgdo sistémica e,

eventualmente, a morte do hospedeiro (JOSETH et al., 2010).
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:8: 4-CRD galectin (CvGall, CvGal2) =" 2-CRD galectin (MaGall)

Figura 3. Interacdo trofozoito-hemdocito e sobrevivéncia no interior do fagososso. Fonte:
Adaptado de Vasta e Wang (2020).

2.5. Influéncia de fatores abioticos na infeccao por Perkinsus sp.

Fatores ambientais como temperatura e salinidade séo conhecidos por afetar o
estado imunoldgico dos bivalves e, assim, influenciar a dindmica das infec¢bes por Perkinsus
sp. (VILLALBA et al., 2004). Segundo Nam et al. (2018), o estresse fisiologico (térmico)
acelera o desenvolvimento de P. olseni ao suprimir as respostas imunes em berbigbes de
Manila, levando a mortalidade. No caso da salinidade, ela tem sido consistentemente
identificada como um importante fator de distribuicdo e dinamica de P. marinus (MACKIN,
1951; RAY, 1954; SONIAT et al., 2005) onde a prevaléncia e a intensidade de infec¢des por
P. marinus no ambiente natural aumentaram com o aumento da salinidade. Porém, em climas
tropicais, a interacdo entre a prevaléncia de P. marinus e a salinidade podem parecer ser
diferentes (GULLIAN-KLANIAN et al., 2008). As interacfes entre um hospedeiro e seus
patdégenos dependem tanto da eficiéncia da defesa do hospedeiro (sistema imunolégico ou
estratégias) quanto dos mecanismos utilizados pelos parasitas para contornar esses sistemas de
defesa para estabelecer a infeccdo (RABERG et al., 2014). De fato, estressores ambientais
modificam o sistema imunoldgico do hospedeiro, 0 que aumenta sua vulnerabilidade ao
parasitismo (GOEDKEN et al., 2005; MORLEY, 2010; ITOIZ et AL., 2022).

Alguns autores enfatizam que, embora importantes, a temperatura e a salinidade
ndo explicam a maioria dos niveis de infec¢ao observados no campo, sugerindo que a qualidade
da dgua pode também influenciar a prevaléncia de P. marinus (SONIAT 1985, CRAIG et al.

1989). Mudancas sazonais anuais, como os periodos chuvoso e seco, também possuem um
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efeito mensurdvel na prevaléncia e gravidade da doenca em ostras orientais selvagens e
cultivadas, aumentando o nimero de agentes infecciosos e diminuindo a eficacia potencial do

sistema imunologico inato da ostra. (FORD; SMOLOWITZ, 2007; SMOLOWITZ, 2013).

2.6. Impactos da infeccio por Perkinsus sp.

A producdo de fatores proteoliticos liberados apos a infeccdo leva a lise tecidual
deixando os tecidos “liquefeitos” e bloqueia alguns mecanismos de defesa do hospedeiro. Como
consequéncia observa-se glandula digestiva com “aspecto palido”, redugao do indice corporeo,
severa emaciacgdo, abertura involuntéria das valvas (gaping), retracdo do manto, inibicdo do
desenvolvimento gonadico, crescimento retardado, destruicdo do epitélio do tubo digestorio e
mortalidade (Figura 4A) (BOWER et al. 1994, VILLALBA et al. 2004).

De acordo com Smolowitz (2013), hospedeiros altamente infectados por P. marinus
podem apresentar degeneragdes como tecidos moles visivelmente aquosos e finos, semelhantes
a outras enfermidades, sendo muito dificil diferencia-los dos animais ndo infectados, porém
outras espécies de Perkinsus sp. podem provocar reacGes de encapsulamento multifocal
(semelhante a granuloma) nos tecidos que podem ser identificadas tanto visualmente (nddulos)

como microscopicamente (Figura 4).

Figura 4. Perkinsiose em moluscos. (A) Ostra infectada por P. marinus com tecido conjuntivo
translicido, glandula difestiva (GD) escurecida e manto retraido (Mr) (Fonte: CARCEREZ-
MARTINEZ et al., 2008); (B) Berbigdo altamente infectando por P. olseni exibindo nédulos
brancos (setas) no manto e parede do corpo mole (Fonte: PRETTO et al., 2018).
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A encapsulagdo de celulas do parasita é frequentemente observada em cortes
histoldgicos de moluscos infectados por P. olseni (Figura 4B) (CHAGOT etal., 1987; NAVAS
etal., 1992; MONTES et al., 1995; SAGRISTA et al., 1995; MONTES et al. , 1996; ORDAS
et al., 2001; PARK; CHOI, 2001; CASAS, 2002; CHOI et al., 2002). Cheng e Rifkin (1970)
propuseram que o encapsulamento de hemdcitos representa uma tentativa abortada de
fagocitose quando o alvo é muito grande para ser fagocitado. De fato, a observacdo de
fagocitose de P. olseni por hemdcitos de berbigdes em cortes histolégicos € muito menos
frequente do que na ostra oriental infectada por P. marinus (CASAS, 2002).

Estdgios avancados de infeccdo no tecido branquial tendem a reduzir
potencialmente a capacidade de filtracdo e eficiéncia para a obtengdo de nutrientes o que
culmina no comprometimento de seu crescimento e sobrevida (CHOI; PARK, 2010), neste
caso, 0 processo de conversao de energia primaria em proteina animal ndo € satisfatorio e causa
prejuizos econémicos ao setor produtivo. De modo similar, é observada uma redugéo
significativa no tecido gonadal severamente infectado (DITTMAN et al. 2001),
comprometendo, assim, a maturacdo gonadal do animal e restringindo consistentemente seu
desempenho reprodutivo (CHOI et al. 1993). Efeitos negativos na fecundidade do hospedeiro
podem resultar em menor recrutamento e escassez de sementes para fins de crescimento. Este
conjunto de alteracGes metabdlicas leva ao enfraquecimento da ostra tornando-a um alvo fécil
para o estabelecimento de infeccBes oportunistas, ataque de predadores e dificulta sua
capacidade de superar quaisquer outras condi¢Oes adversas encontradas no ambiente
(VILLALBA et al. 2004).

2.7. Diagnostico para Perkinsus sp.

Desde a década de 50 varios métodos de diagnostico foram desenvolvidos para
identificar a ocorréncia de Perkisus sp. infectando espécies hospedeiras e a presenca de formas
infectantes livres no ambiente. O diagnostico pode ser clinico, laboratorial ou uma combinagéo
de ambos. Alguns ensaios sdo considerados apenas testes presuntivos e pré-requisitos para
aplicacdo de protocolos de diagndsticos confirmatorios. Para as espéecies de notificacdo
obrigatdria, protocolos de diagndsticos oficiais sdo recomendados aos 6rgdos de Defesa
Sanitaria Animal para as a¢des de vigilancia epidemioldgica e casos de suspeita de emergéncia
sanitaria. Esses métodos estdo indicados abaixo sob as seguintes classificacfes: a =
Recomendado por conta da disponibilidade, utilidade, especificidade e sensibilidade

diagnostica; b = Padrdo, com boa especificidade e sensibilidade; ¢ = Aplicacdo limitada pelo
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custo, precisdo ou outro fator; d = Nao recomendado para esta finalidade (Tabela 3) (WOAH,
2021).

Tabela 3. Métodos para vigilancia e diagndstico de P. marinus e P. olseni recomendados
pela WOAH (2021).

i Vigilancia Diagnostico
Método - - - —
Semente Juvenil  Adulto Presuntivo Confirmatério

Clinico Macroscdpico ~ Sintomatologia d d d d d

Deteccéo e Microscopico  Esfregaco de hemolinfa d c c d

identificagéo Histopatologia® b b b b d

do agente RFTM — Tecido* d a a b d

RFTM — Corpo inteiro* d c c c d

Molecular PCR a b b a bt

Hibridizagao in-situ d b b b a

Sequenciamento d d d d bt

RFTM = Meio Fluido de tioglicolato de Ray; PCR = Reagao em Cadeia de Polimerase.

*Na&o é espécie-especifica, mas pode ser usada de forma confiavel em hospedeiros/areas onde apenas uma espécie de Perkinsus sp. esta
presente ou predominante; 'Deve ser usado somente em infecgdes visualizadas por esfregago, RFTM ou histologia; 2Também considerado
método clinico.

A avaliacdo dos sinais clinicos e das mudancas comportamentais nos hospedeiros
podem ser consideradas como métodos de diagnostico de campo, porém essas alteracdes ndo
sdo caracteristicas exclusivas da Perkinsiose. As infec¢des por P. marinus e P. olseni sdo
diagnosticadas oficialmente através de méetodos de detec¢do direta por microscopia (esfregaco,
histologia e incubacdo em meio de cultura) e isolamento (biologia molecular), porém néo €
aplicavel o diagnostico indireto via sorologia. Dentre as técnicas microscopicas oficiais, 0s
esfregacos de hemolinfa sdo recomendados apenas para infeccbes avancadas e possui
especificidade baixa e sensibilidade desconhecida. O diagndstico histopatolégico através da
fixacdo parte do corpo mole do hospedeiro contendo tecidos do manto, branquias e glandulas
digestivas coradas em hematoxilina e eosina (HE) possui minima especificidade e a
sensibilidade varia de acordo com a intensidade da infeccdo. Um fator importante da histologia
é a possibilidade de detectar a presenca e o grau de lesdes teciduais. Os cortes podem revelar
lise de estruturas teciduais, infiltracdo hemocitica e grandes lesdes multifocais no epitélio
intestinal ou no tecido conjuntivo de qualquer 6rgdo que contenha células de P. marinus
(MACKIN, 1951). Em ambas as técnicas € possivel identificar trofozoitos com grande vacutolo
e nacleo excéntrico ou em sua forma de esquizonte podendo estar livre ou fagocitado.

A incubacdo de tecidos do hospedeiro em meio fluido de tioglicolato de Ray
(RFTM) (RAY, 1954) é o diagnostico presuntivo considerado padréo ouro dentre os méetodos
microscopicos de detec¢do direta, mais sensivel que a histologia e o esfregago, € uma técnica
simples e barata, entretanto ndo permite a discriminacdo da espécie (WOAH, 2021). Os

trofozoitos de Perkinsus sp. presente nos tecidos (reto, branquias e manto) do hospedeiro
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aumentam quando cultivados hum ambiente escurecido com temperatura ambiente por até 7
dias em RFTM adicionado de antibidticos (penicilina, estreptomicina) e antifungico (nistatina)
entrando na fase de Hipndsporos. Apds corados com Lugol 2% é possivel visualizar
hipnosporos de forma esférica e coloracdo preto-azulada através de microscopia Otica
(VILLALBA et al., 2004).

A técnica microscopica auxiliar de zoosporulacéo in vitro para estudo morfologico,
apesar de ndo ser recomendada oficialmente, foi bastante utilizada para fundamentar a inclusao
taxonébmica de protozoarios dentro do género, identificar de novas espécies e continua
auxiliando novas pesquisas de deteccdo desses agentes através da visualizagdo dos estagios de
vida do patégeno por microscopio otico ou eletronico (CASAS et al., 2002b; DUNGAN;
REECE, 2006; SABRY et al., 2009; CHOI; PARK, 2010; DUNGAN; BUSHEK, 2015;
SHAMAL et al., 2018; MAEDA et al., 2022)

Todos o0s ensaios acima descritos possuem niveis de validagdo adequados para o
diagndstico de triagem de Perkinsus sp. pois identificam as caracteristicas morfoldgicas comum
a todos os exemplares deste género, exceto P. qugwadi (BLACKBOURN et al., 1998) que nédo
é detectado na incubacdo em RFTM. Um resultado positivo € evidéncia presuntiva de infeccao
por protozoarios do género Perkinsus mas deve ser confirmado por métodos diagndsticos de
identificacdo e isolamento do agente. Ensaios moleculares de reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) utilizando DNA do patdgeno extraido de fragmentos de manto e branquias de moluscos
sdo recomendados para confirmar o diagndstico presuntivo utilizando primers género-
especificos que visam a regido ITS do complexo do gene rRNA e amplificam fragmentos de
DNA de Perkinsus sp. (CASAS et al., 2002a) que em seguida sdo sequenciados e alinhados
com sequéncias ITS registradas em banco publico de dados genémicos para confirmar a espécie
de notificacdo obrigatoria. Ensaios de PCR utilizando primers espécie-especificos para P.
marinus (AUDEMARD et al., 2004) e P. olseni (MOSS et al., 2006) também s&o considerados
diagnosticos oficiais sem a necessidade do sequenciamento (WOAH, 2021). As técnicas de
biologia molecular associadas a clonagem e sequenciamento permitem a realizacéo de analises
filogenéticas que sdo uma parte padrdao da analise exploratéria de sequéncias de DNA e
proteinas, sendo capazes de identificar o parasita e rastrear o caminho evolutivo e
epidemioldgico de agentes etioldgicos da Perkinsiose (DA SILVA et al. 2014; LUZ; BOEHS
2016).

Ensaios de hibridacdo in situ (ISH) para a deteccdo de Perkinsus sp. em cortes
histoldgicos também ja foram descritos (MOSS et al., 2008; DA SILVA et al., 2014; RAMILO

et al., 2015). Tal procedimento permite que sequéncias de &cidos nucleicos sejam examinadas
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no interior de células oferecendo informacGes sobre a distribuicdo espacial dos micro-
organismos no tecido ou sua associacdo com a lesdo sem alterar sua morfologia ou a integridade
de seus compartimentos. Com isso, ha a combinacdo da precisdo da genética molecular com a
informacdo visual do microscépio 6tico (MOTER; GOBEL, 2000; AMANN; FUCHS, 2008;
NEVES; GUEDES, 2012). Essa técnica é recomendada oficialmente usando sondas de DNA
especificas que tem como alvo o gene da subunidade pequena (SSU) do rRNA para 0 género
Perkinsus (ELSTON et al., 2004) e o gene da subunidade grande (LSU) do rRNA de P. marinus
e P. olseni (MOSS et al. 2006).

Diversas técnicas de biologia molecular foram empregadas no mundo inteiro
durante registros de novos casos de Perkinsiose e na deteccao de espécies em hospedeiros ou
regides costeiras sem historico anterior de ocorréncia de Perkinsus sp. No Brasil, ensaios de
PCR utilizando primers de gene de actina identificaram de P. marinus infectando ostras C.
gasar (DA SILVA et al., 2014). Outra PCR baseada na eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE), foi aplicado pela primeira vez por Ramilo et al. (2016) confirmando a
ocorréncia de P. olseni em berbigdes Ruditapes decussatus, R. philippinarum, Venerupis
corrugata e P. chesapeaki, o primeiro caso desse protozoario na Galicia, Espanha. A PCR-
DGGE € uma técnica molecular usada para separar fragmentos de DNA do mesmo
comprimento, mas com sequéncias de pares de bases diferentes. Possui alta especificidade
detectando até variacGes de uma Unica base de DNA (FISHER; LERMAN, 1983; LERMAN;
BELDJORD, 1999). Uma técnica que foi bastante utilizada em estudos na costa brasileira é a
analise de polimorfismo de fragmento de restricdo por PCR (PCR-RFLP) detectando a
ocorréncia de Perkinsus sp. (SABRY et al., 2009), P. marinus (DA SILVA et al., 2013; DA
SILVA et al., 2014; QUEIROGA et al., 2015; SCARDUA et al., 2017) P. olseni (DA SILVA
et al., 2014) e P. beihaiensis (PINHO FERREIRA et al., 2015; SCARDUA et al., 2017). A
PCR-RFPL identifica polimorfismos (diferencas genéticas) intra e interespécies em fragmentos
de DNA amplificados pela PCR e digeridos pelas enzimas endonucleases de restricdo (PAVAN;
MONTEIRO, 2014).

Atualmente, a PCR em tempo real (QPCR) tem se sido uma importante ferramenta
para o monitoramento de Perkinsus sp. (UMEDA; YOSHINAGA, 2012; CUI et al., 2018)
sendo inclusive utilizada para investigacdes de co-infeccdo envolvendo outras espécies de
notificagdo obrigatéria por meio de qPCR-duplex (ITOIZ et al., 2021). A qPCR apresenta uma
maior sensibilidade para avaliar prevaléncia e intensidade de infecgdes, rapidez na realizacdo
dos ensaios, capacidade de identificacao e distingdo das espécies e viabilidade de utilizagdo de

amostras previamente armazenadas (GAUTHIER et al., 2006; FAVERI et al., 2009). Segundo
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Rios et al. (2020), a qPCR pode permitir o diagnostico ndo invasivo de Perkinsus sp. através da
hemolinfa sem sacrificar o animal. Audemard et al. (2004) ja haviam demonstrado que a qPCR
também poderia ser uma ferramenta poderosa para investigar a abundancia de estagios livres
de P. marinus no ambiente permitindo a detec¢cdo de células infecciosas e ndo infecciosas, vivas
ou mortas, na coluna de 4gua quando os parametros do ensaio sdo otimizados utilizando kits de
extragao de DNA para amostras de fezes. Rios-Castro et al. (2022) também detectaram P. olseni
em amostras de dgua e sedimentos utilizando a tecnologia de metabarcoding 18S rRNA que
permite o estudo da diversidade protista no ambiente marinho, identificacdo taxondmica e
descoberta de linhagens desconhecidas (AMARAL-ZETTLER et al., 2009; BRATE et al., 2010;
DE VARGAS et al., 2015) usando DNA ambiental (eDNA) previamente amplificado por PCR
e sequenciado em uma plataforma de alto rendimento (DEINER et al., 2017).

Recentemente, um estudo realizado no Brasil trouxe a abordagem protedmica como
ferramenta molecular para analisar expressoes proteicas de P. marinus em diferentes tecidos de
ostras nativas C. rhizophorae demonstrando uma maior sensibilidade quando comparado a

resultados anteriores obtidos com PCR convencional (PINTO et al. 2017).
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3. JUSTIFICATIVAS

Os bivalves marinhos pertencem a uma classe de invertebrados amplamente
distribuidos e comercializados em todo 0 mundo. No Brasil, estes organismos tém importante
papel alimentar e comercial, principalmente entre populagcdes ribeirinhas localizadas as
margens de rios e estuarios. Devido a expansdo da malacocultura, intensa exploracdo de bancos
naturais e ao transporte indiscriminado entre regides produtoras, enfermidades introduzidas
nestes ambientes podem causar relevantes danos econémicos nos cultivos, assim como
impactos deletérios nas populacgdes silvestres. Atualmente, o maior impedimento a criagdo de
ostras é a ocorréncia de parasitas e doencas que dificultam o crescimento e a reproducédo de
organismos cultivados e causam, em alguns casos, eventos de mortalidade. Areas de cultivo de
ostras tém convivido com ciclos de crescimento e perdas causadas por doencas, predadores ou
outros riscos naturais.

Ao longo dos anos, o Estado do Rio Grande do Norte vem se destacando na
producdo de ostras adultas e sementes. Além das comunidades ribeirinhas que promovem um
extrativismo de subsisténcia, associacdo de produtores e empresarios autdbnomos estdo
aumentando a producdo em cultivo e ja comercializam sua matéria-prima para 0 consumo nos
restaurantes locais e fora do Estado. De acordo com a APROOSTRAS, a producdo em 2019
ficou entre 70 e 75 mil ostras que foram comercializadas principalmente no Rio Grande do
Norte e no Pernambuco.

Diante do exposto, se faz necessario investigar a condicdo sanitaria desses animais,
principalmente quanto a ocorréncia de protozoarios de notificacdo obrigatéria que podem
causar riscos de mortalidade em massa e embargos sanitarios ao setor produtivo. Estudos nesse
sentido trardo subsidios que podem colaborar com o controle sanitario, a manutencdo e o
crescimento da producdo no Estado evitando perdas econdmicas ao setor produtivo e as
comunidades que dependem do extrativismo para sobrevivéncia. A identificacdo de espécies
nunca registradas no RN ird colaborar para entender melhor o processo de dispersédo desses
patdégenos ao longo da costa brasileira e no mundo. Compreender a dindmica e a relacdo de
possiveis fatores abioticos na ocorréncia e intensidade das infecgbes em ostras nativas dos
estuarios do RN sera importante para aprofundar ainda mais 0s conhecimentos sobre a

epizootiologia do Perkinsus sp.
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4. HIPOTESES CIENTIFICAS

4.1 — Protozoarios do género Perkinsus sp. parasitam as ostras nativas Crassostrea sp. de

bancos naturais nos estuarios do Rio Grande do Norte, Brasil;

4.2 — As espécies P. marinus e P. olseni de notificacdo obrigatéria a WOAH estdo infectando

a ostra do mangue Crassostrea sp. do estuario potiguar;

4.3 — A enfermidade Perkinsiose ndo esta causando mortalidade nas ostras nativas do estuario

potiguar;

4.4 — Ostras de mangue Crassostrea sp. atuam como reservatdrio de agentes patogenos de

notificacdo obrigatdria e de importancia para a aquicultura no Estado do Rio Grande do Norte.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de Perkinsus sp. em populac@es de ostras nativas Crassostrea sp. em

dois estuarios do Estado do Rio Grande do Norte, Brasil.
5.2 Objetivos especificos

5.2.1 — Determinar a prevaléncia e intensidade da infeccdo de Perkinsus sp. nas ostras dos

estuarios do Rio Grande do Norte;

5.2.2 — Estudar a dindmica das infec¢des e os possiveis impactos causados nas populacfes

nativas da ostra Crassostrea sp. nos estuarios estudados;

5.2.3 — Avaliar os efeitos da salinidade e temperatura da 4gua sobre a ocorréncia de Perkinsus

sp. nas ostras analisadas.

5.2.4 — Estudar a similaridade dos genes ITS identificados com os demais ja registrados no

Brasil e no mundo.
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Resumo

Patogeno com tendéncia cosmopolita e alto poder de viruléncia em algumas espécies
hospedeiras, Perkinsus marinus continua sendo um desafio para a seguran¢a dos ecossistemas
marinhos e a sanidade dos moluscos bivalves. Este trabalho investigou a ocorréncia de P.
marinus em Crassostrea sp. dos estuarios do rio Potengi e da laguna de Guarairas no Rio
Grande do Norte, Brasil. De 1200 ostras coletadas, um total de 203 amostras de ostras positivas
para Perkinsus sp. em meio fluido de tioglicolato de Ray (RFTM) foram submetidas a qPCR
espécie-especifica PmarlTS70/600 onde 61 animais (30,05%) apresentaram graficos de
amplificagdo com temperatura de melting de 80,1 £ 0,6°C correspondentes ao controle positivo.
Este foi o primeiro registro de P. marinus em ostras nesses estudrios utilizando a qPCR como
ferramenta diagndstica.

Palavras-chaves: Perkinus marinus, Crassotrea sp., qPCR.
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1. Introducio

A introducao de agentes patogé€nicos em areas livres de doengas ou regides
sanitariamente controladas ¢ uma das principais ameacas a manutencdo dos ecossistemas
costeiros e a sanidade dos recursos pesqueiros de importancia comercial. Os moluscos bivalves
sd0 um dos organismos aquaticos mais acometidos por enfermidades causadas por
microorganismos, principalmente protozoarios do género Perkinsus que provocam eventos
graves com alta mortalidade e percas econdmicas significativas associadas a infecc¢ao (Villalba
et al., 2004). Quando ndo causam a morte, estes protozoarios podem prejudicar o desempenho
reprodutivo e reduzir a saide do hospedeiro, diminuindo o ganho de massa corpdrea e a
imunidade, o que favorece infec¢des secundarias oportunistas (Montes et al., 2001; Lee et al.,
2001; Itoiz et al., 2021). A espécie P. marinus detém um alto potencial de viruléncia e por isso
¢ considerada de notificacdo obrigatoria (WOAH, 2022) tendo sido responsdvel por
mortalidades em massa de populacdes de ostras Crassostrea virginica desde a década de 1950
nos Estados Unidos (EUA) (Mackin et al., 1950). Essa espécie vem se disseminando pela costa
norte-americana (Ford e Chintala, 2006; Ford e Smolowitz, 2007) e pelo México com infecc¢des
em C. corteziensis (Escobedo-Fregoso et al., 2015; Villanueva-Fonseca et al., 2020) e
mortalidades massivas de C. gigas cultivadas (Enriquez-Espinoza et al., 2010).

No Brasil, o primeiro registro de Perkinsus sp. infectando ostras nativas C.
rhizophorae foi no estuario do rio Pacoti, Ceara (Sabry et al., 2009) porém sem identificagao
da espécie. A partir desse registro novas pesquisas foram realizadas e as técnicas de diagnostico
foram aprimoradas no intuito de identificar as espécies detectadas no Brasil. Da Silva et al.
(2013), identificaram pela primeira vez na costa brasileira P. marinus em C. rhizophorae no
estudrio do Rio Paraiba, Paraiba. Este protozoario também foi detectado em C. rhizophorae de
bancos naturais na Baia de Camamu, Bahia (Pinto et al., 2017); em C. gasar no estudrio do rio
Sao Francisco, Sergipe (da Silva et al., 2014; Scardua et al., 2017), no estudrio do rio
Mamanguape, Paraiba (Queiroga et al., 2015) e infectando ostras C. gigas e C. gasar em Santa
Catarina (Luz Cunha et al., 2019; Leibowitz et al., 2019).

A técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real (QPCR) vem sendo
desenvolvida ao longo dos anos como uma alternativa rapida e segura para identificar e
quantificar P. marinus em tecidos do hospedeiro ou no ambiente (Audemard et at., 2004;
Gauthier et al., 2006; Faveri et al., 2009; Marquis et al., 2020). Neste estudo, a técnica de PCR

em tempo real foi usada como ferramenta de diagndstico com o objetivo de detectar P. marinus
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infectando ostras Crassostrea sp. de estuarios do Rio Grande do Norte, Brasil.

2. Materiais e métodos

Ostras do género Crassostrea (n = 1200) foram coletadas nos estuarios do rio
Potengi (S05°45°51,48”, W035°12°42,16”) e da laguna de Guarairas (S06°12°38,62”,
W035°08°08,27”") no Estado do Rio Grande do Norte (Fig. 1). As coletas foram realizadas nos
meses de marco, abril, setembro e outubro de 2019. As varidveis temperatura e salinidade da
agua foram mensuradas durante as amostragens. As ostras foram coletadas manualmente em
bancos naturais a partir das raizes de Rhizophora mangle e posteriormente foram transportadas
ao laboratorio. Tecidos de reto e branquias de cada animal foram incubados em meio fluido de
tioglicolato de Ray (RFTM) na presenca de antibiotico e antifiungico (penicilina/estreptomicina
e nistatina) por 7 dias no escuro em temperatura ambiente. Simultaneamente, amostras de tecido
de branquias foram conservados em alcool 95% e armazenados a -20° C para extragdo de DNA
e diagndstico molecular confirmatorio. Em seguida os fragmentos foram processados, corados
em lugol 2% e observados em microscopia Optica para verificar a presenca ou auséncia de
Perkinsus sp. (Ray, 1954).

As amostras positivas no método de RFTM foram submetidas a técnica de extracao
do DNA gendmico total do protozoario, seguindo o protocolo proposto por Dantas Neto (2020)
utilizando kit DNAzol™ (Invitrogen, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para o
diagnostico confirmatério de P. marinus, foram utilizados os primers propostos por Audemard
etal. (2004), com reagdes em volume total de 10 uL dos quais: de 5 pL de Platinum™ SYBR™
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, USA), 0,3 puL do primer F PmarITS-70F
(5’CTTTTGYTWGAGWGTTGCGAGATG3’), 0,3 pL do primer R PmarITS-600R
(5’CGAGTTTGCGAGTACCTCKAGAG3’), 0,1 uL de corante de referéncia ROX, 1 pL de
DNA da amostra e 3,3 pL de agua ultrapura (Invitrogen, USA). As reagdes de qPCR foram
realizadas utilizando a plataforma ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems,
USA). As condic¢des de termociclagem utilizadas foram 50 °C por 2 minutos, 95°C por 2
minutos, seguidas de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 30 segundos de acordo
com Livak e Schmittgen (2001). Ap6s o ciclo de qPCR as amostras foram submetidas ao ciclo
de melting. Os resultados foram obtidos usando o software 7500 System SDS (Applied
Biosystems, USA).

3. Resultados
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O tamanho médio das ostras foi de 52,94 + 8,65 mm e 64,45 + 8,28 mm nos
estuérios do rio Potengi e da laguna de Guarairas, respectivamente. A temperatura e a salinidade
da 4dgua variaram de 25 a 26°C e 8 a 34%o no rio Potengi e de 26 a 27°C e 1 a 36%o na laguna
de Guarairas. Os ensaios de RFTM mostraram a presenca de Perkinsus sp. infectando tecidos
das ostras Crassostrea sp. em ambos os estuarios investigados.

As amostras positivas em RFTM (n = 88, rio Potengi; n = 115, laguna de Guarairas)
foram submetidas a técnica de PCR em tempo real para identificacdo de P. marinus. Os
resultados evidenciaram 61 amostras positivas (27 = rio Potengi; 34 = laguna de Guarairas) por
gPCR espécie-especifico PmarlTS70/600 produzindo fragmentos amplificados de tamanho
esperado com curva de dissociagdo correspondente ao controle positivo e temperatura de
melting observada de 80,1 + 0,6°C (Fig. 2). As prevaléncias de animais infectados por P.
marinus foram de 30,68% (27/88) e 29,56% (34/115) para os estuarios do rio Potengi e da

laguna de Guarairas, respectivamente.

4. Discussao

Este ¢ o primeiro registro de ocorréncia de Perkinsus marinus em ostras nativas do
género Crassostrea nos estuarios da costa do Rio Grande do Norte, Brasil, utilizando ensaios
de qPCR como diagndstico confirmatorio. Nesse estudo, a biometria das ostras teve como
objetivo apenas verificar o tamanho dos animais que seriam submetidos as analises sem
relacionar o tamanho com a presenca ou auséncia do patdégeno. Os fatores abidticos
possivelmente ndo influenciaram na ocorréncia do protozoario tendo em vista que 0 mesmo foi
detectado em diferentes condi¢des ambientais.

Atualmente, a PCR em tempo real tem se sido uma importante ferramenta para o
monitoramento de Perkinsus sp. (Umeda e Yoshinaga, 2012; Cui et al., 2018) sendo inclusive
utilizada para investigacoes de co-infeccdo envolvendo outras espécies de notificagdao
obrigatoria por meio de qPCR-duplex (Itoiz et al., 2021). A qPCR apresenta uma maior
sensibilidade para avaliar prevaléncia e intensidade de infecgdes, rapidez na realizagdo dos
ensaios, capacidade de identificacdo e distingdo das espécies e viabilidade de utilizagdo de
amostras previamente armazenadas (Gauthier et al., 2006; Faveri et al., 2009). Segundo Rios et
al. (2020), a qPCR pode permitir o diagndstico ndo invasivo de Perkinsus sp. através da
hemolinfa sem sacrificar o animal. Audemard et al. (2004) ja haviam demonstrado que a qPCR

também poderia ser uma ferramenta poderosa para investigar a abundancia de estagios livres
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de P. marinus no ambiente permitindo a detecg@o de células infecciosas e nao infecciosas, vivas
ou mortas, na coluna de 4gua quando os parametros do ensaio sao otimizados utilizando kits de
extracdo de DNA para amostras de fezes.

Nesta pesquisa os valores das prevaléncias (30,68% e 29,56%) foram calculados
com base nos resultados do diagnéstico molecular. No Brasil, da Silva et al. (2013) registraram
83,33% de prevaléncia nos ensaios de PCR para o género Perkinsus e identificaram padroes de
restricdo correspondentes a P. marinus na analise de polimorfismo de fragmento de restri¢ao
(PCR-RFLP) em todas as amostras analisadas. Infec¢cdes por P marinus em ostras nativas de
estuarios da Paraiba e de Sergipe apresentaram prevaléncias de 48% e 64% na PCR-RFLP,
respectivamente (Queiroga et al., 2015; Scardua et al., 2017). Da Silva et al. (2014) registraram
uma prevaléncia de 66,66% de P. marinus em amostras de ostras C. gasar utilizando primers
ITS espécie especificos. Em ostras C. gigas e C. gasar de Santa Catarina foram registradas
prevaléncias de Perkinsus sp. de 7 a 100% e 55 a 100%, respectivamente, nos ensaios de PCR
e posteriormente identificaram de P. marinus por sequenciamento de Sanger (Luz Cunha et al.,
2019; Leibowitz et al. 2019). As prevaléncias de P. marinus observados nesse estudo foram
menores quando comparadas a maior prevaléncia (68%) encontrada na ostra C. virginica na
regido costeira do Estado do Maine, EUA, utilizando a qPCR (Marquis et al., 2020). Apesar de
ter sido registrado prevaléncias de até 30,68% em um dos estudrios estudados, ndo foi
observado mortalidades que pudessem estar associadas a ocorréncia de P. marinus durante o
periodo avaliado. Os trabalhos realizados com moluscos da costa brasileira também nao
evidenciaram mortalidades em populagdes infectadas (da Silva et al., 2013; da Silva etal., 2014;
Queiroga et al., 2015; Scardua et al., 2017; Luz Cunha et al., 2019; Leibowitz et al. 2019).

Nos ultimos anos, os registros de P. marinus em moluscos bivalves no Brasil se
basearam em diagndsticos moleculares através da PCR convencional ¢ PCR-RFLP, com
excecdo dos trabalhos de Pinto et al. (2017) que utilizaram protedmica como ferramenta
diagndstica e de da Silva et al. (2014) que realizaram a hibridizacdo por fluorescéncia in situ
(FISH) como técnica complementar a PCR. Ensaios de qPCR quantitativos sao desenvolvidos
para detectar e quantificar células de P. marinus no tecido de ostras pois apresentam maior
sensibilidade ao detectar ostras infectadas diagnosticadas como nao infectadas pelo RFTM
(Gauthier et al., 2006; Faveri et al., 2009). Nesse estudo, detectamos pela primeira vez P,
marinus infectando Crassostra sp. dos estuarios do Rio Grande do Norte, Brasil, através de
ensaios de PCR em tempo real que se mostraram eficientes utilizando primers ITS
recomendados para o diagnoéstico oficial por PCR convencional (WOAH, 2021). A utilizagao

dessa técnica para o diagnostico de patdogenos de notificagdo obrigatdria ¢ importante pois
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contribui para acelerar a tomada de decisdes frente a eventos de mortalidade em populagdes de

bivalves cultivados e de bancos naturais.
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Fig. 1. Localizagao dos estuarios amostrados na regido litoranea do Rio Grande do Norte, Brasil.

(A) Estuario do rio Potengi, Natal; (B) Estuario da Lagoa Guarairas, Tibau do Sul.

9354800

9321500



81

¥
;
£
3
k

R E I E EEEEEEE R 5.0 700 %0 0.0 8.0 0.0

Temperature (°C)

[-A B Mic Do MWE HF NG W+ A B MC D MWE HF NG WH

Fig. 2. (a) Crassostrea sp. coletada da raiz de Rhizophorae mangle; (b) hipnosporos em tecidos
de branquias e reto apods incubacdo por RFTM e corados por lugol (2%) (Bar = 100um); (c)
perfil de amplificacdo de fragmentos da regido ITS de P. marinus do controle positivo e

amostras testadas (A-H); (d) Curva de melting do controle positivo e das amostras (D-H).
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Resumo

O avanco da dispersdo de Perkinsus sp. em moluscos bivalves da costa atlantica da América do
Sul mostra a capacidade desse protozoario de se adaptar a condi¢cdes ambientais diversas e de
infectar uma ampla variedade de espécies de moluscos refletindo assim um risco eminente aos
ecossistemas e cultivos locais. Esse estudo avaliou a ocorréncia de Perkinsus sp. infectando
ostras de mangue Crassostrea sp. nos estuarios do Rio Potengi e da Laguna de Guarairas no
Estado do Rio Grande do Norte, Brasil. O diagnostico foi feito através de incubacdo em meio
fluido de tioglicolato de Ray (RFTM), zoosporulagéo, histologia, PCR e sequenciamento. Os
estuarios apresentaram dindmicas de infeccdo diferentes e Guarairas pareceu mais sensivel as
mudancas sazonais. As anélises dos fatores abidticos indicaram que as infec¢Ges tiveram uma
relacdo negativa com a salinidade sendo maiores nos pontos de coleta com médias de salinidade
mais baixas. As analises histoldgicas e os ensaios de zoosporulacdo detectaram a presenca de
diferentes estagios de vida de Perkinsus sp. De 1200 ostras coletadas, 308 foram positivas no

RFTM e, das 203 ostras selecionadas para o diagndstico molecular, 38 foram positivas nos
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ensaios de PCR género-especificos. As sequéncias ITS identificadas apresentaram
similaridades de 99,98 a 100% para P. marinus e 97,83 a 100% para P. beihaiensis e as analises
de Neighbor-Joining indicaram uma maior proximidade filogenética com as sequencias ITS de
P. marinus do Meéxico e de P. beihaiensis do Panama e do Brasil. Os resultados confirmaram a
presenca do protozodrio de notificagdo obrigatéria P. marinus infectando Crassostrea sp.
nesses estuarios e registraram a primeira ocorréncia de infeccées por P. beihaiensis na costa do
Rio Grande do Norte, Brasil.

Palavras-chaves: Perkinsus marinus, P. beihaiensis, Crassotrea sp.

1. Introducéo

A crescente disseminacdo de patdgenos no ambiente marinho tem sido bastante
evidenciada nas Ultimas décadas. A cada dia sdo registradas novas ocorréncias de espécies
parasitas infectando populages livres de doencas e trazendo um alerta ao mundo pois algumas
delas representam grandes ameacas ecoldgicas e econdmicas devido a sua capacidade de
invasdo geogréafica e patogenicidade. Os protozoarios do género Perkinsus sdo exemplos de
patdgenos cosmopolitas com extensa gama de hospedeiros infectados e alta capacidade de se
tornarem espécies invasoras bem-sucedidas pois podem causar novas patologias com impactos
negativos para as populacdes de moluscos locais (Itoiz et al., 2022). Desde o0 primeiro caso
descrito de mortalidade em massa de ostras do Golfo do México, EUA, infectadas por Perkinsus
marinus (Mackin et al., 1950), novas espécies e novos surtos graves foram registrados em varias
partes do mundo (Lester e Davis, 1981; Blackbourn et al., 1998; McLaughlin et al., 2000; Casas
et al., 2004; Dungan e Reece, 2006; Moss et al., 2008; Choi e Park, 2010; Feng et al., 2013;
Itoh et al., 2019; Villanueva-Fonseca et al., 2020; Cho et al., 2022).

A investigacdo sobre a ocorréncia de Perkinsus sp. em moluscos é uma importante
ferramenta para monitorar a dispersédo e compreender a dindmica das populacoes afetadas frente
as ameacas impostas pela acdo desses patdgenos, principalmente P. marinus e P. olseni, duas
espécies altamente virulentas e de notificacdo obrigatdria segundo a Organizagdo Mundial para
Saude Animal — WOAH (fundado como OIE) (2022). Dentre as sete espécies reconhecidas de
Perkinsus sp. (Gleason et al., 2017), quatro ja foram identificadas infectando moluscos bivalves
na costa atlantica da América do Sul: P. olseni, P. marinus, P. beihaiensis e P. chesapeaki.

O primeiro registro sul-americano de P. olseni ocorreu na costa sudoeste do
Atlantico infectando populac¢bes naturais do bivalve Pitar rostrata (Veneridae) do Uruguai

(Cremonte et al., 2005). Na costa tropical brasileira, populacdes de ostras Crassostrea gasar de
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bancos naturais e de cultivo foram infectadas por P. olseni no estuario do Rio S&o Francisco,
Sergipe (SE) (da Silva et al., 2014) e do Rio Mamanguape, Paraiba (PB) (Queiroga et al., 2015).
Recentemente, P. olseni foi detectado infectando mexilhées Mytilus chilensis cultivados na
Bahia Brown do Canal de Beagle, Argentina, costa sudoeste do Atlantico, a faixa de
distribuicdo mais ao sul onde este patdgeno ja foi encontrado (Vazquez et al., 2022). Os
registros de P. marinus na América do Sul estdo concentrados principalmente na regido
nordeste do Brasil infectando ostras nativas Crassostrea rhizophorae e Crassostrea gasar (da
Silvaet al., 2013 e 2014; Queiroga et al., 2015; Pinto et al., 2017; Scardua et al., 2017) e regido
Sul no Estado de Santa Catarina (SC) (Luz Cunha et al., 2019; Leibowitz et al. 2019), onde
ostras Crassostrea gigas cultivadas também foram infectadas. Ao longo da costa brasileira,
além das espécies de notificacéo obrigatdria, P. beihaiensis foi a primeira espécie identificada
no pais infectando predominantemente ostras C. rhizophorae e C. gasar (Sabry et al., 2009 e
2013; Queiroga et al., 2015; Luz et al., 2018; Dantas Neto et al., 2016 e 2020), ostras C. gigas
(Luz Cunha et al., 2019) e o berbigdo Anomalocardia brasiliana (Pinho Ferreira et al., 2015).
Vale ressaltar ainda que o Unico registro de infeccdes por P. chesapeaki na América do Sul
ocorreu no Brasil em ostras C. rhizophorae de bancos naturais no estuario do Rio Jaguaribe,
Cearé (CE) (Dantas Neto et al., 2016). E importante destacar que os Ginicos casos de co-infec¢io
registrados na Ameérica do Sul foram entre P. marinus e P. olseni infectando C. gasar (da Silva
et al., 2014) e entre P. marinus e P. beihaiensis infectando C. gasar e C. rhizophorae (Scardua
etal., 2017), ambos no Brasil.

Na regido costeira do Estado do Rio Grande do Norte (RN), conhecida como
“esquina da América do Sul” e localizada no limite nordeste da costa sul-americana, regido do
continente mais préxima da Europa e da Africa, a ocorréncia de Perkinsus sp. em moluscos
bivalves de bancos naturais ou de cultivo ainda é pouco estudada. Silva et al. (2017) relataram
a ocorréncia de hipndsporos semelhantes a Perkinsus sp. infectando C. rhizophorae em Porto
do Mangue, RN, e estudos moleculares confirmaram a presenca de protozoarios do género
Perkinsus em ostras C. gasar produzidas em laboratério e cultivadas em tanques escavados
abastecidos por aguas estuarinas (da Silva et al., 2016), porém a espécie ndo foi identificada. O
objetivo dessa pesquisa foi investigar a ocorréncia de Perkinsus sp. em ostras de mangue
Crassostrea sp. nos estuarios do Rio Potengi e da Laguna de Guarairas no Estado do Rio Grande

do Norte, Brasil.

2. Materiais e métodos
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2.1. Amostragens dos animais

Amostras de ostras de mangue Crassostrea sp. de bancos naturais foram coletadas
em dois estuérios da costa litoranea do Rio Grande do Norte, estuario do Rio Potengi na cidade
de Natal e estuario da Laguna de Guarairas, parte do complexo lagunar Nisia Floresta — Papeba
— Guarairas em Tibau do Sul (Fig. 1). As coletas ocorreram durante as marés baixas no periodo
chuvoso (margo e abril) e seco (setembro e outubro) do ano de 2019. Foram estabelecidos dois
pontos de coleta (p) para cada estuario: Rio Potengi p1 (S05°45°25,80”, W035°12°47,24”) e p2
(S05°46°02,56”, W035°13°00,39”); Laguna de Guarairas p3 (S06°12°12,13”, W035°07°09,88”)
e p4 (S06°12°56,99”, W035°09°24,77”"). O ntimero amostral foi composto de 150 individuos
adultos de diferentes tamanhos, selecionados de maneira aleatdria em cada ponto de coleta. As
ostras foram coletadas manualmente das raizes de Rhizophorae mangle e enviadas ao
laboratorio, perfazendo 300 animais/estuario/periodo totalizando 1.200 animais investigados.
A salinidade e a temperatura foram mensuradas de maneira pontual no mesmo dia da coleta em
cada ponto selecionado utilizando refratdbmetro para leitura da concentragdo em partes por mil
(%o) de sal dissolvido e termometro flutuante para medicdo de temperatura de superficie da agua
estuarina e assim avaliar uma possivel influéncia desses fatores sobre a prevaléncia das
infeccdes.

Apobs as amostragens os animais foram submetidos as técnicas de diagnostico
oficiais preconizados para a detecc¢ao de Perkinsus sp. (WOAH, 2021). Inicialmente as ostras
foram limpas, mensuradas suas alturas de concha segundo Galtsoff (1964), examinadas
externamente e em seguida abertas para analises macroscopicas e registro de parasitas e
alteracdes patoldgicas nos tecidos moles. Todos 0s animais tiveram tecidos incubados em meio
fluido de tioglicolato de Ray (RFTM) para deteccdo de Perkinsus sp., 30 ostras de cada ponto
de coleta tiveram tecidos fixados para anélise histoldgica e amostras positivas foram submetidas
a zoosporulacgdo in vitro e ensaios moleculares.

A coleta das ostras e os procedimentos experimentais foram realizados sob
autorizacdo numero 64278-4, concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade — ICMBio/MMA e o estudo aprovado no Comité de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA, sob o parecer nimero
34/2022.

2.2. Incubagéo dos tecidos em meio fluido de tioglicolato de Ray (RFTM)
Amostras de tecido de reto e branquias de cada animal foram seccionadas,

armazenadas em microtubos de ensaio e incubadas em 1 ml de meio de cultura (RFTM)
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suplementado com 1 pl de antibidticos (penicilina e estreptomicina) e 1 ul de antifingico
(nistatina) por um periodo de sete dias em local escuro e temperatura ambiente (Ray, 1954).
Apos esse periodo os fragmentos de tecidos foram colocados em Iamina de vidro, macerados,
adicionado uma gota de solucéo de Lugol (2%), cobertos por uma laminula e mantidos em
repouso por 10 minutos (min). A preparacdo foi examinada por microscopia Optica para
avaliacdo da presenca ou auséncia de hipndsporos de Perkinsus sp. 0s quais sdo caracterizados
pelo aspecto morfoldgico circular e coloragdo escurecida preto-azulado. A prevaléncia, definida
como a relagao entre o total de individuos parasitados e o total coletado, foi calculada conforme
Bush et al. (1997). A intensidade da infeccdo com base na escala semiquantitativa de Mackin
modificada (Sabry et al., 2009) foi estimada usando valores numéricos de grau de infeccdo de
0 a4 (0 =negativo, 1 = muito leve, 2 = leve, 3 = moderada e 4 = alta) onde os individuos foram
considerados positivos quando a intensidade da infeccdo foi > 1. As médias das intensidades de

infeccéo foram calculadas considerando o desvio padréo (+DP).

2.3. Anélises estatisticas

Foram realizadas analises ndo paramétricas para verificar se houve diferenca
significativa na ocorréncia de Perkinsus sp. no RFTM entre estuarios, estacfes e pontos de
coleta através de modelos lineares generalizados (GLZ) de comparagédo de médias para variavel
dependente com distribuicdo binomial e funcdo logit. As diferengas de salinidade entre 0s
pontos de coleta foram avaliadas por GLZ de comparacdo de médias. A relacdo entre a
ocorréncia do protozoario e as salinidades mensurados foi avaliada por GLZ de regressdes com
distribuicdo binomial e funcdo logit. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando
Statistica™ versao 18 (Statsoft, EUA). Foram considerados significativos os resultados com

95% de confianca.

2.4. Analises histologicas

Em cada ponto dos estuarios 30 ostras das 150 coletadas por periodo foram
submetidas a um corte transversal para extracdo de parte do corpo mole do animal contendo
parte da gbnada, glandula digestiva, branquias e manto. Em seguida os tecidos foram fixados
em solugdo de Davidson (Shaw e Battle, 1957) por 24 horas (h), transferidos para &lcool 70%,
desidratados em uma série gradativa de alcool até 100%, diafanizados em xilol e impregnados
em parafina histologica a 60°C. Cortes de 5 um de espessura foram feitos em micrétomo

manual e em seguida corados com hematoxilina e eosina modificada de Harris (Howard et al.,
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2004). Os cortes foram analisados em microscépio optico e fotomicrografados com camera
Moticam 1080 (Motic, China).

2.5. Zoosporulacao de Perkinsus sp.

Para os ensaios de zoosporulagdo foram selecionados seis animais severamente
infectados na técnica de incubacdo em RFTM para inducdo da propagacao in vitro de Perkinsus
sp. e monitoramento de células em proliferacdo. Os tecidos foram transferidos assepticamente
dos tubos eppendorfs com RFTM para placas de Petri contendo 2 ml de agua do mar esterilizada
filtrada (FSSW), macerados suavemente para liberacdo de hipndsporos no meio, os fragmentos
mais espessos foram removidos e as placas incubadas por 48 a 96 h em temperatura ambiente.
A cada 24 horas era retirada uma amostra usando pipeta pasteur estéril, colocada em lamina,

examinada por microscopia de luz e fotomicrografada.

2.6. Extracdo de DNA e Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para o diagnostico molecular de Perkinsus sp. foram selecionadas aleatoriamente
amostras positivas no RFTM com diferentes intensidades de infeccdo em todos os pontos de
coleta. As amostras de tecido de branquias foram previamente extraidas e congeladas a uma
temperatura de -20°C e conservadas em solucdo de alcool etilico 95% (v/v). O protocolo de
extracdo do DNA gendmico foi realizado de acordo com Dantas Neto (2020) utilizando kit
DNAZzol™ (Invitrogen, USA) seguindo as instru¢fes do fabricante. Logo em seguida foi
realizada a quantificacdo e analise de pureza do DNA por espectrofotometria atraves de
aparelho NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, USA) em 260nm.

Para PCR, os primers utilizados na reacdo (PerkITS 85/750) foram sintetizados a
partir da regido do espaco transcrito interno (ITS) da unidade génica de RNA ribossdmico
(rRNA) conservada em todas as espécies de Perkinsus, exceto P. qugwadi, e diferente de
sequéncias ITS de outros organismos (Casas et al., 2002). As reagdes de PCR foram realizadas,
utilizando-se 1x de tampéo 10%, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de primer foward (F) PerkITS-85
(5’CCGCTTTGTTTGGATCCC3’) e 0,2 mM de primer reverse (R) PerkITS-750
(5’ ACATCAGGCCTTCTAATGATG3’), 0,2 mM de dNTP, 1U de enzima Taq DNA
polimerase para um volume final de 12,5 pL. Foi utilizada a plataforma Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) e as condi¢des de termociclagem seguiram 0s
padrdes oficiais da WOAH (2021) iniciando por uma desnaturacao inicial a 95°C por 4 min,
em seguida por 40 ciclos de amplificagdo a 95°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min

com uma extensdo final a 72°C por 10 min produzindo fragmentos amplificados de
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aproximadamente 703 pares de base (pb). Apds a amplificacdo as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) por 60 min a 120V. O gel foi fotodocumentado por
luz ultravioleta (UV) em transluminador Kodak™ modelo EDAS 290 (Kodak, USA).

2.7. Sequenciamento e analises filogenéticas

Os fragmentos amplificados por PCR do gene ITS de cada amostra positiva foram
purificados usando ExoSAP-ITTM PCR product Cleanup. Para a reacdo de sequenciamento,
foi utilizado BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing Kit (Thermo Fischer Scientific, USA).
O programa de termociclagem consistiu em desnaturacéo inicial a 95°C por 1 min, seguida de
25 ciclos de amplificagdo a 95°C por 5 segundos (s), 50°C por 30 s e 60°C por 4 min. A reacéo
de sequenciamento foi realizada em sequenciador automatico capilar 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA). Ao final os resultados eletroferogama das amostras foram salvos
na extenséo .abl.

Multiplos alinhamentos baseados na regido ITS de Perkinsus sp. foram realizados
usando sequéncias obtidas neste estudo a fim de se verificar o nivel de similaridade entre elas
e entre as sequéncias ITS depositados no GenBank através da ferramenta basica de busca de
alinhamento local (BLAST) (Altschul et al. 1990). Para a avaliacao da proximidade taxonémica
uma arvore filogenética foi construida através de teste estatistico Neighbor-Joining (Saitou e
Nei, 1987), usando o modelo de distancia Kimura 2 - parametros (Kimura et al., 1980), com
boostrap de 1000 repeti¢Oes (Felsenstein, 1985) no software MEGA versdo X (Kumar et al.,
2018). Na andlise, foram usadas as sequéncias publicas de P. marinus (KJ608232, KP160930,
EU919508 e GQ861511), P. beihaiensis (KP160919, JX502840, LC437317 e KU172668) P.
olseni (AY820757 e LC656362), P. chesapeaki (AY876306 e KF314812), P. mediterraneus
(AY487842 e DQ370491), P. honshuensis (DQ516700) e P. qugwadi (AF151528) que atuou

Como grupo externo.

3. Resultados

3.1. Fatores abidticos, biometria e analises macroscopicas

As temperaturas da agua nos pontos de coleta nos dois estuarios variaram de 25,5 a
26,5°C no periodo chuvoso e de 25 a 27°C no periodo seco. A salinidade no estuario do Rio
Potengi no periodo chuvoso foi de 8 e 28%o enquanto no periodo seco foi de 10 e 34%o0 em pl
e p2, respectivamente. No estuario da Laguna de Guarairas as salinidades em p3 e p4 foram de

25 e 1%o ¢ 36 ¢ 22%o nos periodos chuvoso e seco, respectivamente. A altura média da concha
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(xDP) das ostras variou de 48,87 + 8,87 a 60,09 + 7,87 mm no Rio Potengi e de 60,87 + 5,91
a 68,25 + 9,58 mm na Laguna de Guarairas (Tab. 1).

As anélises macroscopicas das ostras evidenciaram a ocorréncia de fouling na parte
externa das conchas provocados por organismos epibiontes principalmente pequenos crustaceos
Balanus sp., perfuracfes na parte externa e tubos escurecidos na parte interna da concha
evidenciando infestacdes por poliquetas Polydora sp., presenga de planaria Stylochoplana sp.
no interior de algumas ostras e crustdceo endossiombionte Zaops streus em situacdo de
comensalismo. Em alguns animais também foram observados retracdo tecidual, palidez e

edema de manto.

3.2. Detecgéo de Perkinsus sp. por RFTM

Estruturas esféricas coradas em preto-azulado semelhantes a hipnosporos
aumentados caracteristicos de Perkinsus sp. (Fig. 2A e 2B) com tamanhos variando entre 11,65
e 82,30um de diametro foram observadas nos fragmentos de tecidos. No Rio Potengi a
prevaléncia foi de 14,66% no periodo chuvoso e 20,66% no periodo seco. Na Laguna de
Guarairas as prevaléncias foram de 49% e 18,33% nos periodos chuvoso e seco,
respectivamente. Com relacdo aos pontos de coleta, as prevaléncias de Perkinsus sp. no Rio
Potengi foram de 16% (p1) e 13,33% (p2) e de 33,33% (p1) e 8% (p2) nos periodos chuvoso e
seco, respectivamente. Em Guarairas, no periodo chuvoso a prevaléncia foi de 30,66% e
67,33% e no periodo seco foi de 11,33% e 25,33% para 0s pontos p3 e p4, respectivamente. As
intensidades de infeccdo no periodo chuvoso variaram de leve a moderado (2-3) em pl, leve a
alta em p2 (2-4), muito leve a leve (1-2) em p3 e muito leve a alta (1-4) em p4. No periodo
seco, as intensidades variaram de leve a alta em p1 (2-4), muito leve a leve (1-2) em p2, muito

leve a alta em p3 (1-4) e leve a alta em p4 (2-4).

3.3. Estatistica

Somente houve diferenca significativa na ocorréncia de Perkinsus sp. pelo RFTM
entre os estudrios durante o periodo chuvoso onde a prevaléncia na Laguna de Guarairas foi
maior (Wald X?(1) = 3.6822; p = 0.05500) (Graf. 1A). O Unico estudrio que apresentou
diferenca significativa na ocorréncia de Perkinsus sp. pelo RFTM entre as estagdes também foi
o Guarairas, sendo maior no periodo chuvoso (Wald X*(1) = 59.377; p = 0.00000). Entre os
pontos de coleta, a ocorréncia de Perkinsus sp. foi significativamente maior em pl no Rio
Potengi ¢ em p4 na Laguna de Guarairas (Wald X2(3) = 96.122; p = 0.0000) (Graf. 1B). As

médias de salinidade foram estatisticamente diferentes entre pl e p2 e entre p3 e p4 (Wald
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X*(3)=5584.3, p<0.001) (Graf. 1C). Foi observada uma relagdo negativa da maior ocorréncia

de Perkinsus sp. com a menor média de salinidade em p1 e p4 (Wald X*(1)=107,2; p<0.001).

3.4. Histologia

As andlises histologicas detectaram a presenca de células de Perkinsus sp. em
tecidos de branquias e no tubulo digestivo de Crassostrea sp. (Fig. 3A e 3C). Presenca de
trofozoitos com forma de “anel de sinete” com nucleo excéntrico e grande vacuolo medindo de
2,35 a 3,25 um além de esquizontes exibindo arranjos tipicos de roseta com 4 a 6 celulas
medindo aproximadamente de 6 a 10um (Fig. 3B) também foram observados nos filamentos
branquiais. O tecido epitelial do tubulo digestivo repleto de esquizontes fagocitados e
infiltracdo hemocitica foi acompanhado pela perda das estruturas teciduais subjacentes (Fig.
3C). Foi possivel observar claramente a ocorréncia de fagossomo bem caracteristico com
nucleo marginalizado de um hemacito fagocitando um esquizonte (Fig. 3D). As prevaléncias
de pl e p2 (Potengi) no periodo chuvoso foram de 10% em ambos 0s pontos enquanto p3 e p4
(Guarairas) foram de 10% e 70%, respectivamente. Durante o periodo seco as prevaléncias no
Potengi foram de 26,66% em pl e 13,33% em p2 enquanto Guarairas obteve 10% em p3 e
33,33% em p4.

3.5. Zoosporulacao

Os ensaios de zoosporulacdo in vitro mostraram a presenca de diferentes estagios
de vida de Perkinsus sp. nas primeiras 48 h ap0ds a incubacdo em FSSW, com maior frequéncia
de prezoosporangios (Fig. 4A) e zoosporangios com divisdo celular interna (Fig. 4B). Apds 96
h foram observados zoosporangios apresentando tubo de descarga e liberando zo6sporos livres
(Fig. 4C) e vista geral evidenciando intensa atividade de divisdo celular proliferativa com
esquizontes de 4 ou mais células, hipndsporos com nucleo excéntrico e zoosporangios maduros
(Fig. 4D).

3.6. Anélises moleculares

Do total de 308 animais positivos no RFTM foram selecionadas 203 amostras (88
no Potengi e 115 em Guarairas) das quais 38 foram positivas para Perkinsus sp. nos ensaios de
PCR, sendo no estuario do Potengi 5 animais no periodo chuvoso e 4 no seco, enquanto em
Guarairas um total de 26 e 3 no periodo chuvoso e seco, respectivamente.

As amostras selecionadas para o sequenciamento apresentaram sequéncias ITS para

P. marinus com similaridade de 99,98 a 100% e 97,83 a 100% de identidade com sequéncias



92

de P. beihaiensis. As sequéncias ITS identificadas neste estudo estdo em processo de registro
no banco de dados GenBank para obtencdo dos numeros de acesso. A arvore filogenética
construida pelo método estatistico Neighbor-Joining e modelo de Kimura 2-parametros revelou
uma proximidade genética dos isolados as sequéncias depositadas no banco genémico publico
do GenBank. Foi possivel observar que as espécies agruparam entre si em clados distintos,

revelando um bom uso da regido ITS como marcador genético para diferenciacao (Fig. 5).

4. Discussdo

Este estudo registrou a ocorréncia de duas especies de Perkinsus spp. infectando
ostras nativas Crassostrea sp. nos estuarios do Rio Grande do Norte, Brasil. A espécie de
notificagdo obrigatdria P. marinus foi identificada tanto no estuario do Rio Potengi quanto no
estuario da Laguna de Guarairas, enquanto P. beihaiensis foi detectado somente em Guarairas.
Desde 2005, na América do Sul, pesquisas reportam a presenca de protozoarios do género
Perkinsus infectando moluscos bivalves de bancos naturais e de cultivo em diferentes condi¢6es
ambientais. As temperaturas da superficie da agua entre os pontos de coleta diferiram + 0,5°C
no periodo chuvoso e + 1°C no periodo seco em ambos 0s estuérios e a variagdo nos pontos
chegou a + 1°C entre as estaces com maxima de 27°C e minima de 25°C ao longo do ano,
dentro do esperado para o Atlantico tropical (Lins et al., 2013). As salinidades nos pontos de
coleta considerando os dois estuarios variou de 1%o a 28%o no periodo chuvoso e 10%o a 36%o
no periodo seco. Esta variacdo foi devido a quadra chuvosa na regido onde estes estuarios
receberam um grande aporte de dgua fluvial. Curiosamente este padrdo de comportamento pode
ter influenciado na prevaléncia de Perkinsus sp. como sera discutido em seguida.

A presenca de pequenos crustaceos comensais na parte externa e interna das ostras
evidenciou o importante papel desses bivalves no ecossistema. O parasitismo causado por
Polydora sp. foi predominante dentre todos os parasitas e comensais encontrados durante as
andalises macroscopicas. A poliqueta causou perfuragdes externas na concha, galerias e bolhas
de lodo nas valvas internas além de danos teciduais, fatores que podem afetar a sobrevivéncia
e depreciar o valor de mercado desse molusco (Wargo e Ford, 1993; Read, 2010).

De maneira geral a aparéncia fisica dos tecidos moles ndo apresentou alteragdes
aparentes que pudessem estar associadas a infec¢do por Perkinsus sp. Vale ressaltar que ainda
durante as analises macroscopicas poucos animais apresentaram condicGes patologicas

caracterizadas por palidez e retragéo tecidual. De acordo com Smolowitz (2013), hospedeiros
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altamente infectados por P. marinus podem apresentar degeneragdes como tecidos moles
visivelmente aquosos e finos, semelhantes a outras enfermidades, sendo muito dificil
diferencia-los dos animais ndo infectados. A ocorréncia de edema de manto em algumas ostras
pode estar associada a uma disfuncdo osmatica a qual foram submetidas devido as reduzidas
taxas de salinidade da 4gua ou variagcOes abruptas entre as estagdes. A maioria dos invertebrados
marinhos sdo osmoconformadores e regulam a osmolaridade do liquido extracelular de acordo
com o ambiente. Hosoi et al. (2003), relataram um aumento acentuado do teor de exsudado do
manto de C. gigas quando expostas a condi¢bes de hipo-osmolaridade seguido de uma reducao
gradual quando retornadas a condi¢do de salinidade inicial. No habitat natural esse estresse
osmotico pode ser observado principalmente em organismos intertidais de ambientes estuarinos
que enfrentam flutuac@es de salinidade influenciadas pela varia¢do das marés, volume de agua
doce dos rios e precipitacdes prolongadas.

Os resultados dos ensaios do cultivo em RFTM mostraram hipndsporos de
Perkinsus sp. infectando os tecidos das ostras analisadas em diferentes prevaléncias e
intensidades de infeccdo. No Rio Potengi a prevaléncia foi maior durante o periodo seco
(20,66%), porém sem diferenca significativa quando comparada ao periodo chuvoso (14,66%).
Na Laguna de Guarairas a prevaléncia foi significativamente maior no periodo chuvoso (49%)
do que no seco (18,33%). Nao houve diferenca significativa entre as prevaléncias de Perkinsus
sp. entre os estudrios durante o periodo seco, porém no chuvoso a prevaléncia foi
significativamente maior em Guarairas. Isso demonstra que os estudrios apresentaram
dinamicas de infegdo diferentes entre os periodos e entre si onde as infec¢des no estuario da
Laguna de Guarairas se mostraram mais sensiveis as mudangas sazonais quando comparadas
ao Rio Potengi. Os dois estuarios avaliados apresentam caracteristicas distintas com relacao a
pressdo antropica exercida sobre eles. O estuario do Rio Potengi localizado na capital do Estado
ndo possui atividade de cultivo de ostras e é margeado pela cidade recebendo descargas de
efluentes das residéncias, propriedades de carcinicultura e apresenta um porto com fluxo
internacional de navios. O estuario da Laguna de Guarairas esta localizado numa area de
protecdo ambiental cercada por vegetacdo nativa e algumas propriedades de carcinicultura,
porém apresenta areas de cultivo dentro do estuario que recebem o aporte de sementes de outros
estuarios ou laboratérios de forma jovem e essas caracteristicas podem colaborar para uma
ocorréncia significativamente maior de Perkinsus sp. nesse estuério quando comparado ao Rio
Potengi. Os pontos de coleta com médias de salinidades mais baixas (pl e p4) curiosamente
apresentaram maiores medias de prevaléncia e intensidades de infec¢do. Foi observada uma

relacdo negativa com a salinidade um contraponto aos resultados encontrados por Luz et al.
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(2018) que demonstraram uma correlagdo positiva da salinidade com a prevaléncia e a
intensidade da infec¢do em Crassostrea sp. da Baia de Camamu, Bahia (BA).

A salinidade e a temperatura por muito tempo foram identificadas como
importantes fatores de distribuicdo e dindmica de P. marinus nas regides temperadas dos EUA
e México sendo associada ao aumento na intensidade e prevaléncia da infeccdo quando
apresentavam valores elevados (Villalba et. al, 2004; Audermard et al., 2006; Bower, 2013).
No Brasil ainda ndo esté claro a importancia desses fatores abidticos sobre as infec¢es por
Perkinsus sp. Da Silva et al. (2014) registraram baixas prevaléncias de Perkinsus sp. no RFTM
em ostras Crassostrea gasar selvagens (7%) e cultivadas (9%) no estuario do Rio Séo
Francisco, SE, dentro da estacdo chuvosa, sugerindo uma relacéo direta com a menor salinidade
e a ocorréncia de chuvas na regido. Prevaléncias menores no RFTM também foram observadas
em Crassostrea sp. no estuario do Rio Jaguaribe, CE, no periodo chuvoso de 2015 (3,3%) e
2017 (2,66%) (Dantas Neto et al., 2016 e 2020). Maiores prevaléncias e intensidades de
infecgdo por Perkinsus sp. no RFTM foram encontrados em C. rhizophorae no estuério do Rio
Graciosa, BA, em pontos de maior salinidade sugerindo uma associacdo positiva entre
Perkinsiose e salinidade (Branddo et al. (2013). Neste trabalho os maiores valores de
prevaléncias encontrados no estudrio da Laguna de Guarairas, durante o periodo chuvoso,
possivelmente podem estar associados a um efeito cumulativo de células do patégeno durante
0 periodo seco quando os valores de salinidades foram elevados. O mesmo padrdo de
comportamento foi observado por Queiroga et al. (2015) quando relataram elevadas
prevaléncias de Perkinsus sp. em Crassostra gasar (65%) no Rio Mamanguape, PB, durante o
periodo chuvoso e concluiram que o resultado também poderia estar associado a maiores
valores de temperatura e salinidade no periodo anterior (estacdo seca). Outros trabalhos
realizados com moluscos de diferentes paises ndo evidenciaram um impacto direto da salinidade
sobre a prevaléncia de Perkinsus sp. (Marquis et al., 2020; Villanueva-Fonseca et al., 2020).

As andlises histologicas mostraram trofozoitos com a aparéncia tipica de “anel de
sinete” e esquizontes em desenvolvimento no tecido epitelial das branquias e, principalmente,
tabulos digestivos, demonstrando alteracdes na estrutura tecidual. A morfologia dos trofozoitos
e esquizontes observados no presente estudo foi semelhante as j& reportadas em outros trabalhos
(Villalba et al., 2005; Cérceres-martinez et al., 2008; Sabry et al., 2009; da Silva et al., 2014;
Shamal et al., 2018). Estudos recentes relatam que um novo fenétipo de P. marinus
hipervirulento ascendeu ao longo da costa meso-atlantica dos EUA em meados da década de
80 e a partir dai se dispersou suplantando uma forma que antes era amplamente distribuida nos

estuarios atlanticos. Segundo Carnigie et al. (2021), um fendtipo original, caracterizado por
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celulas maiores foi suprimido por um fendtipo contemporaneo, caracterizado por células
menores que infectam principalmente os epitélios digestivos, e atualmente representam o
quadro das infec¢des por P. marinus. Esse ultimo aspecto fenotipico descrito acima é muito
semelhante ao registrado neste trabalho.

Relatos de danos teciduais minimos foram evidenciados em C. rhizophorae com
alta intensidade de infeccéo por Perkinsus sp. (Brand&o et al., 2013). Em C. gigas infectada por
P. marinus, Enriquez-Espinoza et a. (2010) observaram a ocorréncia de necroses teciduais e
esquizontes multinucleados evidenciando que as infecgdes nesse caso parecem ter sido mais
graves do que as registradas no presente estudo. Os registros de esquizontes fagocitados por
hemacitos circulantes no tecido epitelial demonstraram uma resposta de defesa do hospedeiro.
No caso de infec¢Bes por P. marinus, essa importante interacdo patégeno-hospedeiro pode ndo
ser eficiente e ainda favorecer a proliferacdo do protozoario pois mesmos apdés ser fagocitado o
patdégeno permanece viavel internamente levando a uma infeccdo sistémica e, eventualmente,
a morte do hospedeiro (Bower, 2013). Os trofozoitos de P. marinus fagocitados podem escapar
da morte oxidativa pela expressdo de enzimas antioxidantes e permanecem viaveis anulando a
explosdo respiratoria do hospedeiro (Volety e Chu, 1995; Anderson, 1999; Vasta e Wang,
2020).

Neste estudo os padrdes morfologicos de Perkinus sp. observados durante a
zoosporulacéo in vitro (prézoosporangios, esquizontes em subdivisdes e zoosporangio maduro
com tubo de descarga contendo inimeros zodsporos) foram semelhantes aos reportados em
trabalhos anteriores (Casas et al., 2002; Dungan e Reece, 2006; Sabry et al., 2009; Choi e Park,
2010; Dungan e Bushek, 2015; Maeda et al., 2022) mostrando portanto a viabilidade desse
patogeno de se proliferar quando em contato com a agua do mar.

Um total de 38 amostras amplificaram fragmentos de aproximadamente 703 pb
confirmando a presenca do género Perkinsus em ambos os estuarios. Nos ensaios de PCR a
prevaléncia de infec¢bes por Perkinsus sp. no rio Potengi foi de 10,22% (9/88), na Laguna de
Guarairas foi de 25,21% (29/115). Neste estudo os resultados de prevaléncia foram diferentes
para cada técnica de diagnostico empregada o que pode estar relacionado ao namero diferente
de amostras analisadas entre as técnicas, o nivel de sensibilidade e especificidade de cada ensaio
e pelo fato de utilizarmos fragmentos de tecidos diferentes para cada diagnéstico onde a
concentracdo de células do patdgeno pode se apresentar maior ou menor dependendo do local
do corte. Entretanto, durante o ano de 2019 a prevaléncia de Perkinsus sp. foi

predominantemente maior no estuario da Laguna de Guarairas em todos 0s ensaios.
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As anélises das sequéncias ITS isoladas demonstraram 99,98 a 100% de identidade
com P. marinus e 97,83 a 100% de identidade com P. beihaiensis. Em ambos o0s estuarios foram
identificadas amostras infectadas por P. marinus durante os dois periodos, exceto no ponto p4
em Guarairas no periodo chuvoso que também foi o Unico local e periodo em que P. beihaiensis
foi encontrado.

O agrupamento das sequéncias ITS do presente estudo com as demais sequéncias
de P. marinus e P. beihaiensis ja registradas comprovam que estes fazem parte dos mesmos
grupos taxonémicos e sao distintas dos demais Perkinsus spp. Os isolados de P. marinus
tiveram uma maior proximidade taxon6mica com P. marinus que infectavam ostras do Pacifico
C. gigas cultivadas no Golfo da California, México (Enriquez-Espinoza et a., 2010), causando
uma severa mortalidade naquela regido, diferente do que aconteceu nos dois estuarios avaliados
guando nenhum evento de mortalidade foi observado. Por outro lado, isolados P. beihaiensis
expressaram afinidades taxonémicas mais proximas com P. beihaiensis que infectavam ostras
C. gasar cultivadas no estuario do Rio Mamanguape, PB, Brasil (Queiroga et al., 2015), distante
aproximadamente 65 km do estuario da Laguna de Guarairas, e com sequéncias ITS de P.
beihaiensis que infectavam uma ampla variedade de hospedeiros tanto no oceano Pacifico como
no mar do Caribe no Panama (Pangenkopp Lohan et al., 2016). Ambos os locais compartilham
das mesmas caracteristicas tropicais dos dois estuarios avaliados neste estudo e ndo
apresentaram mortalidades associadas as infecgdes.

O presente trabalho detectou a ocorréncia de protozoarios do género Perkinsus
infectando as ostras do mangue dos estuarios avaliados. Foi possivel identificar 2 espécies
predominantes, P. beihaiensis e P. marinus. Os registros desse estudo ampliam o conhecimento
sobre a dispersdo desses protozoarios ao longo da costa sul-americana e sua distribuicédo
mundial. As prevaléncias de infecgdo por P. marinus e P. beihaiensis nas ostras desses estuarios
mostraram uma forte relacdo com salinidades baixas, porém mais estudos s@o necessarios para
que se possa compreender a relacdo dos fatores abidticos com a prevaléncia e a intensidade de
infeccdo desse patdgeno. Vale ressaltar que este € o primeiro registro de P. beihaiensis em
Crassostrea sp. do Estado do Rio Grande do Norte e apesar de ndo ter sido observado
mortalidade que pudesse estar associada a ocorréncia de P. marinus (espécie de notificacao
obrigatéria a WOAH), faz-se necessario um monitoramento constante desses ambientes, tendo

em vista o risco potencial que estes patdgenos representam para as populag@es de moluscos.
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Fig. 1. Localizacdo dos estuarios amostrados na costa nordeste da América do Sul. (A) Estuario
do rio Potengi, Natal-RN, Brasil; (B) Estuario da laguna de Guarairas, Tibau do Sul-RN, Brasil.
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Fig. 2. Tecidos de Crassostrea sp. incubados em RFTM e coradas com lugol. (A) Hipndsporos
de Perkinsus sp. em uma ostra altamente infectada; (B) Detalhe de hipnésporos aumentados e

esféricos (preto-azulado). (Barra = 100um).
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Fig. 3. Cortes histoldgicos de tecido epitelial de Crassostrea sp. infectados por Perkinsus sp.
(A)Lamela branquial mostrando esquizontes (s); (B) trofozoitos com forma de anel de sinete
(t), esquizontes com arranjo de roseta (s) e infiltracdo de hemdcitos (h); (C) Tubulo digestivo
evidenciando esquizontes (s) e trofozoitos (t); (D) Hemdcito (h) com ndcleo periférico (n)
fagocitando esquizonte (s). Hematoxilina e Eosina. (Barra = 10um).
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Fig. 4. Zoosporulagdo in vitro de Perkinsus sp. (A) Prezoosporangio mostrando parede dupla
(ponta de seta) e zoosporangio inicial (seta); (B) Zoosporangio com divisdes intracelulares de
células assimétricas; (C) Zoosporangio com tubo germinativo estendido (ponta de seta) em
esporulacdo e zoosporos livres (seta); (D) Hipndsporo maduro (h) com nucleo periférico e
vacuolo central; esquizonte (s) em divisGes progressivas; zoosporangio inicial (z) (Barra =

50um).



108

97 | GS1-ML92/162 Perkinsus marinus (This Study)
PS2-ML71/149 Perkinsus marinus (This Study)
GQ861511.1 Perkinsus marinus (Mexico)
EU919508.1 Perkinsus marinus (United States) Perkinsus marinus
KJ608232.1 Perkinsus marinus (Brazil)

KP160930.1 Perkinsus marinus (Brazil)

GC1-L4/41 Perkinsus marinus (This Study)

PC1-M67/8 Perkinsus marinus (This Study)

51
7%

LC656362.1 Perkinsus olseni (Argentina) Perkinsus olseni

100 ' AY820757.1 Perkinsus olseni (South Korea)
DQ516700.2 Perkinsus honshuensis (Japan) | Perkinsus honshuensis
DQ370491.1 Perkinsus mediterraneus (Italy) Perkinsus mediterraneus
AYA487842.1 Perkinsus mediterraneus (Spain)

—— JX502840.1 Perkinsus beihaiensis (Brazil)

GC2-ML85/89 Perkinsus beihaiensis (This Study)
GC2-M75/86 Perkinsus beihaiensis (This Study)
KP160919.1 Perkinsus beihaiensis (Brazil)

11l 6C2-A92/90 Perkinsus beihaiensis (This Study)

47 | LCA437317.1 Perkinsus beihaiensis (Japan)

GC2-M147/102 Perkinsus beihaiensis (This Study)
KU172668.1 Perkinsus beihaiensis (Panama)

Perkinsus beihaiensis

2

— KF314812.1 Perkinsus chesapeaki (Spain)
100 L AY876306.1 Perkinsus chesapeaki (United States)
AF151628.1 Perkinsus qugwadi (Canada) | Perkinsus qugwadi
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0.260 0.200 0.150 0.100 0.050 0.000

Fig. 5. Arvore filogenética das amostras de Perkinsus spp. isoladas de Crassostrea sp. no

presente estudo utilizando o teste estatistico Neighbor-joining e método Kimura-2.
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G. Tabela. 1. Prevaléncia e intensidade média (xDP) da infeccéo por Perkinsus sp. na ostra do
mangue Crassostrea sp. dos bancos naturais dos estuarios do Rio Grande do Norte no periodo
chuvoso e seco de 2019 obtidos por RFTM (n = 150). Altura média das ostras (+DP) (n = 30).

Periodo Chuvoso Seco

Estuério do Rio Potengi Estuério da Laguna de Guarairas Estuario do Rio Potengi Estuario da Laguna de Guarairas
Localizagéo das amostras pl p2 p3 pd pl p2 p3 p4
Altura média (mm) 48,87+887 5161£624 6825+9,58 60,87%5,91 60,09+7,87 51,18+723 6593+845 62,80+7,16
T (°C) 26 25,5 26,5 26 26 25 26 27
S (%o) 8 28 25 1 10 34 36 22
Prevaléncia (%) 16 13,33 30,66 67,33 33,33 8 11,33 25,33
Intensidade (1-4) 2,29+0,69 2,55+0,88 1,93+0,71 2,28+ 1,10 2,94+111 1,66 1,15 2,05+ 1,08 2,76 + 1,02

DP: Desvio padrao
n: ndmero de ostras
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F. Grafico 1. Médias de animais infectados nos ensaios de RFTM nos estuérios do Potengi e de

Guarairas durante o periodo chuvoso (R) e seco (D) (A); e nos pontos de coleta (B). Médias de

salinidade por ponto de coleta (C).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo ampliam o conhecimento sobre a disperséo do Perkinsus
sp. ao longo da costa brasileira e sua distribuicdo mundial. O presente trabalho registrou pela
primeira vez a ocorréncia de Perkinsus beihaiensis e Perkinsus marinus infectando ostras de
mangue Crassotrea sp. de bancos naturais em Estuarios do Rio Grande do Norte, Brasil. A
espécie de notificacdo obrigatdria P. marinus foi detectada nos estuarios do Rio Potengi, Natal,
e da Laguna de Guarairas, Tibau do Sul, enquanto P. beihaiensis foi detectado apenas em
Guarairas. As prevaléncias de infeccdo por P. marinus e P. beihaiensis nas ostras desses
estuarios mostraram uma forte relacdo com salinidades baixas, porém mais estudos séo
necessarios para que se possa compreender a relacdo dos fatores abidticos com a prevaléncia e
a intensidade de infeccdo desse patdgeno.

A utilizacdo de vérias técnicas de diagndstico permitiu a producdo de resultados
robustos que identificaram todos os estagios de vida do Perkinsus sp., dentro do hospedeiro e
in vitro, demonstraram alteracdes teciduais em ostras infectadas e confirmam através de dois
ensaios moleculares, PCR convencional e PCR em tempo real, a suspeita de que o P. marinus
ja havia sido introduzido e estava infectando ostras da costa potiguar.

As sequéncias ITS isoladas neste estudo demonstraram similaridades com
sequéncias ITS de P. marinus e P. beihaiensis de locais que compartilham de condicdes
climaticas semelhantes, desde a Paraiba até o México, e supostamente podem ser considerados
vinculos epidemioldgicos das ocorréncias aqui investigadas. A introducdo desses patdgenos nos
estuérios do Rio Grande do Norte pode estar associada a utilizacdo de sementes coletadas em
estuarios do Estado da Paraiba e cultivadas por produtores na Laguna de Guarairas. Outra
suspeita seria introducdo via trafego maritimo de formas infectantes presentes em moluscos
incrustantes ou via agua de lastro de embarcacgdes que percorrem estuarios dos dois estados ou
de grandes embarcagdes que atracam no Porto de Natal oriundas da Europa, EUA e Asia.

A presenca de uma espécie de notificacdo obrigatoria coloca em alerta produtores
e autoridades sanitarias do Estado. Apesar de ndo ter sido observado mortalidade que pudesse
estar associada a ocorréncia de P. marinus durante os quatro anos de estudo, os autores
promoveram a notificagdo da ocorréncia ao Instituto de Defesa e Inspe¢do Agropecuéria do Rio
Grande do Norte — IDIARN baseada em resultados moleculares confirmatérios e agora coletas
oficiais serdo realizadas para confirmagdo. Sera necessario a implementacdo de
monitoramentos permanentes desses ambientes, tendo em vista o risco potencial que estes

patdgenos representam para as populacGes de moluscos e os cultivos locais.
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