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Resumo

As praticas de cultivo exercidas inadequadamente podem prejudicar a satide dos peixes
e originar surtos de doengas por parasitas, muitas das vezes provocados pelas elevadas
densidades que aumentam as taxas de transmissdo entre os animais. Ao longo dos anos, os o
nimero de parasitas nas aquaculturas tem vindo a aumentar, nomeadamente de monogéneos.
Estes sdo ectoparasitas que podem ser, maioritariamente, encontrados nas superficies externas
do hospedeiro, alojando-se nas branquias, pele e barbatanas através de um 6rgdo de fixagao, o
haptor. Com ciclo de vida direto e rapido, a transmissdo ocorre facilmente infetando um maior
numero de peixes, prejudicando a sua saude. O objetivo deste trabalho foi conhecer a espécie
Calceostoma glandulosum, que afeta a corvina (Argyrosomus regius), caracterizando-a
morfologica e filogeneticamente, compreender o seu ciclo de vida e o efeito da temperatura na
reproducdo, principalmente a ocorréncia de ovos, o desenvolvimento do embrido e a sua
eclosdo. A especificidade e a determinagdo de um método eficaz para a eliminagdo total de
parasitas das branquias também foram estudadas. C. glandulosum, caracterizado por possuir
ovos tetraédricos, ¢ extremamente afetado pelas oscilagdes da temperatura da dgua, possuindo
um comportamento sazonal, sendo a sua ocorréncia nula no inverno e valores maximos a
temperatura de 17°C (primavera e outono), baixando a sua ocorréncia no verdo, com
temperaturas mais elevadas. Os ovos foram recolhidos com sucesso, utilizando fios de algodao
dispersos nos tanques de cultivo de corvina. A temperatura de incubagdo afetou, também, a
viabilidade do embrido, demonstrando que quanto menor for a temperatura, maior ¢ o nimero
de ovos inviaveis. A taxa de eclosdo dos ovos foi 100% a uma temperatura de 23°C. O método
testado que apresentou melhores resultados para eliminar os monogéneos das branquias foi o
formol a 300 ppm, quando comparado com o formol a 200 ppm, 2-fenoxietanol e agua doce.
Em conclusdo, C. glandulosum possui um limite toleravel de temperatura, entre os 14°C e os
25°C, no qual tem a capacidade de sobreviver e reproduzir-se. Foi possivel observar que este
parasita possui um hospedeiro especifico, 4. regius, pois esta espécie ndo foi observada noutras

espécies de peixes presentes na EPPO.
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Abstract

Improper farming practices can damage fish health and lead to disease outbreaks by
parasites, often caused by high stocking densities that increase transmission rate between
animals. Over the years, the number of parasites in aquacultures have been increasing,
particularly monogeneans. These are called ectoparasites that can mostly be found on the
external surface of host, lodging in the gills, skin and fins through an attachment organ, the
haptor. With a direct and fast lifespan, transmission occurs easily, infecting a larger number of
fish, damaging their health. The aim of this work was to know Calceostoma glandulosum,
which affects meagre (Argyrosomus regius), characterizing it morphologically and
phylogenetically, understanding life cycle and how temperature affects its reproduction,
especially the occurrence of eggs, embryo development and hatching. The specificity and
determination of an effective method for the total elimination of gill parasites were also studied.
C. glandulosum, characterized by having tetrahedral eggs, is extremely affected by fluctuations
in water temperature, having a seasonal behaviour, without production in winter and maximum
values at 17°C (spring and fall), decreasing in summer, with higher temperatures. Eggs were
successfully collected using cotton threads dispersed in meagre tanks. Incubation temperature
also affected embryo viability, showing that the lower temperature, more is the number of
unviability eggs. Hatching rate was 100% at temperature 23°C. The tested method that showed
better results for eliminating monogeneans from the gills was formalin at 300 ppm, when
compared to formalin at 200 ppm, 2-phenoxyetanhol and freshwater. In conclusion, C.
glandulosum has a tolerable temperature range, between 14°C and 25°C, which it has the ability
to survive and reproduce. It was possible to observe that this parasite has a specific host, 4.

regius, because this specie has not been found in other fish present in EPPO.
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1. Introducao

1.1. Aquacultura
O consumo de peixe tem aumentado ao longo das ultimas décadas (Lopez-Mas et al, 2021),

estando presente na alimentacdo humana devido ao seu elevado valor nutricional, que
representa um teor de proteina mais elevado do que qualquer outro animal e com pregos mais
acessiveis (Balami et al, 2019). E um alimento rico em vitaminas, minerais, hidratos de carbono
(Abraha et al, 2018) e gorduras, como 4acidos gordos polinsaturados (PUFAs), 4cidos
eicosapentaenoicos (EPA), e dcidos docosahexaendicos (DHA) (Mohanty et al, 2019).

A grande escala da populacdo mundial e o seu crescimento a um ritmo acelerado pode levar
a perda da diversidade biologica (Crist ef al, 2017), ndo s6 pelo aumento do esforco de pesca
que sobre exploram os recursos marinhos, mas também pela escorréncia de fertilizantes,
poluicdo de plasticos, acidificacdo dos oceanos, aumento da temperatura da 4gua, entre outros
fatores consequentes as atividades antropogénicas (Longo et al, 2019). Por conseguinte, a
aquacultura aparece como forma de fornecer alimento a populagdo mundial, produzindo
grandes volumes a uma velocidade mais répida, proporcionando um impacto econdmico que
suporta cerca de 50% do pescado consumido nos dias de hoje (Fazio, 2019). Esta pratica
permite, igualmente, providenciar alimentos nutricionalmente mais seguros € com produgdo
mais sustentavel do ponto de vista ambiental (Gephart et al, 2020) facilitando o abastecimento
a toda a comunidade, incluindo as popula¢des mais pobres e com baixa seguranca alimentar

(Long et al, 2019).

Com o passar dos anos, a sustentabilidade tem vindo a ser prioridade neste setor. O termo
sustentavel entende-se como a producdo rentavel de organismos aquaticos, mantendo uma
interacdo equilibrada e continua nos seus ecossistemas e comunidades locais, utilizando esses
recursos naturais de forma racional sem que o ambiente ao seu redor seja degradado (Valenti et
al, 2011). Apesar da evolugdo das estratégias sustentaveis e da implementacdo de novas
tecnologias (Bui et al, 2019) neste setor, a aquacultura comegou a ser cada vez mais intensiva,
envolvendo uma maior manipulagcdo na producdo do pescado, o que resultou no aumento das
perturbagdes durante todo o processo (Gabriel & Akinrotimi, 2011) tornando-os mais
suscetiveis a surtos de doencas, representando um dos maiores desafios em aquacultura (Ariel
& Olesen, 2002). As doencas que ocorrem em individuos produzidos em cativeiro podem ser
causadas por virus, bactérias, fungos e/ou parasitas (Stentiford ef a/, 2017; Bondad-Reantaso et
al, 2005). Esses agentes infeciosos trazem impactos negativos na produ¢do do pescado, pois
estes, quando infetados tendem a perder o apetite, o que torna o crescimento extremamente

lento (Tavares-Dias & Martins, 2017) e a diminui¢do do sistema imunitrio pode originar
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elevadas mortalidades, que resultam em grandes perdas econdmicas. Assim, existe a
necessidade de controlar e prevenir a presenca de quaisquer agentes patogénicos para que a

aquacultura tenha sucesso, procurando novas solugdes para este problema (Bui et al, 2019).

As préticas de cultivo exercidas inadequadamente podem prejudicar a saude dos peixes e
originar surtos de doengas, muitas das vezes provocados pelas elevadas densidades de cultivo,
onde o contacto entre individuos ¢ minimo, o que leva a maiores taxas de transmissdo de
patologias (Krkosek, 2010), grandes ou repentinas alteracdes na temperatura da agua, fraca
qualidade da 4gua e o seu estado nutricional. Estes fatores contribuem para alteracdes
fisioldgicas (Reverter et al, 2014) em consequéncia do stress, 0 que 0s torna os animais mais

suscetiveis a infegdes promovendo a fragilidade do sistema imunitério (Stratev et al, 2018).

O sistema imunitario tem a fun¢@o de proteger o organismo contra doengas, identificando e
eliminando o patogeno, de forma a manter a homeostasia durante o seu desenvolvimento,
crescimento e apds a reacdo inflamatoria (Magnadottir, 2010). Este manifesta-se de duas
formas: através da resposta imune inata, correspondendo a primeira linha de defesa contra a
infecdo, utilizando recetores codificados pela linha germinal como forma de reconhecimento
(Dezfuli et al, 2016), sendo composta por barreiras fisicas e componentes celulares e humorais
(Castro & Tafalla, 2015); e pela resposta imune adaptativa ou adquirida, exclusiva de
vertebrados, desencadeada por recetores de antigénios especificos que identificam,
primeiramente, o agente infecioso, de maneira a que apds a sua exposicao repetida, o sistema

imunitario produza uma resposta mais eficaz para o eliminar (Dezfuli et al, 2016).

Os monogéneos sdo uma das principais espécies de helmintes que sdo encontrados em
peixes de cativeiro. As infe¢Oes parasitarias sdo manifestadas através de alguns sinais no
comportamento do peixe bem como da aparéncia externa, tais como movimentos letargicos,
natagdo junto da superficie, barbatanas presas, falta de apetite, exoftalmias, produgao excessiva
de muco e movimentos operculares mais frequentes (Reed et al, 2012), que podem ser
agravados com o tempo causando efeitos mais agressivos como hemorragias, hiperplasia nas
branquias e, por fim, levar a grandes mortalidades. Para além da observacdo deste
comportamento dos peixes, o diagndstico também ¢ realizado através da visualizacdo ao
microscopio do muco produzido na pele e pela presenga/auséncia de parasitas ou de ovos nas

branquias (Jithendran, 2014).

Ao longo dos anos a ocorréncia de parasitas t€ém vindo a aumentar cada vez mais nos
sistemas de aquacultura, recorrendo a utilizagdo de tratamentos convencionais, como

antiparasitarios, quimo-terapéuticos ¢ inseticidas para controlar as infegdes (Khater ez al, 2017).
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Os tratamentos direcionados as infegdes monogénicas podem ser classificados como
profilaticos, com administracdo via oral, ou curativos, onde ¢ ministrado oralmente ou através
de um banho com o intuito de extinguir todos os patdgenos presentes no hospedeiro (Ingelbrecht
et al, 2020). Todavia, ambos os tipos de terapia utilizam substancias quimicas e muitas das
vezes toxicas para os peixes (Schmahl & Taraschewski, 1987), podendo prejudicar do mesmo
modo a qualidade da 4gua, o ambiente envolvente e representar um risco para a saide humana,
devido aos residuos que se acumulam no musculo do peixe (Doan ef al, 2020). No entanto, os
ovos destes individuos t€ém vindo a ganhar resisténcia a estes quimicos, direcionando o
tratamento especifico para a remocao dos organismos adultos no hospedeiro (Sitja-Bobadilla et
al,2006). Dai ser essencial recolher toda a informagao sobre a producao de ovos, dos embrides,
da eclosdo, do crescimento do parasita, das taxas de desenvolvimento e da idade que a
maturagdo sexual ¢ atingida, para que sejam desenvolvidas estratégias de gestdo e controlo da

populacdo de parasitas nas aquaculturas (Lackenby et al, 2007).

1.2. Parasitas Externos em Peixes Marinhos

Os parasitas s3o organismos comensais que se instalam e sobrevivem através da extracao
de alimento de um hospedeiro, para a obten¢do de energia, direcionando-a para a sua
reproducdo. A sua presenca pode trazer efeitos negativos ao hospedeiro (Barber et al, 2000;
Lafferty & Kuris, 2009; Patterson & Ruckstuhl, 2013). Estes podem ser caracterizados por
ectoparasitas ou endoparasitas. Os ectoparasitas fixam-se as superficies externas do hospedeiro,
tais como branquias, pele e olhos, enquanto os endoparasitas atacam os Orgdos vitais,
nomeadamente intestino, coragdo, figado, entre outros (Mitiku, 2017). O ciclo de vida dos
parasitas pode ser simples ou complexo, estando dividido em trés fases: crescimento,
reproducdo e transmissdo. Num ciclo de vida complexo pode haver dois, trés ou quatro
hospedeiros. A sua transmissao pode ocorrer através da procura de um hospedeiro, por parte da
larva eclodida de um ovo presente na coluna de 4gua ou no substrato, podendo seguir-se para a
predac¢do do animal infetado, onde, primeiramente, o parasita encontrado em fase larvar ou
juvenil num hospedeiro intermédio, vai ser predado por um hospedeiro definitivo e este vai
finalmente atingir a sua maturagdo sexual (Poulin & Leung, 2010). Contrariamente ao ciclo de
vida direto, em que os parasitas que se encontram maturados sexualmente sao transferidos de
um hospedeiro para o outro, o que permite uma maior distribuicdo geografica (Robar et al,

2010).

Nao obstante, os parasitas sao uma parte essencial em muitos ecossistemas devido a atuarem
como agentes de sele¢do natural o que contribui para a organizagdao das comunidades (Reverter

et al, 2016). Todavia, estes organismos podem causar grandes problemas a nivel bioquimico,
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fisioldgico ou ecoldgico (Lucius & Poulin, 2017), o que enfraquece o sistema imunitario do
hospedeiro, aumentado a suscetibilidade a infe¢des secundarias por parte de outros patogenos,
nomeadamente bactérias (Ekanem et a/, 2011), provocando diretamente efeitos prejudiciais a

populacdo e ao seu valor nutricional (Abdullah, 2013).

No geral, os habitats aquaticos oferecem condi¢des 6timas para a manutencdo e evolugao
dos parasitas, dado que ¢ considerado um ambiente estavel, facilitando a dispersdo e
sobrevivéncia dos ovos e estagios iniciais. De certo modo, os peixes tém um papel fundamental
para os parasitas, pois apresentam uma area de superficie adequada a sua colonizagio (Barber

et al, 2000).

A diversidade e a abundancia de parasitas diferem de populagdo para populagado e os padrdes
de infe¢dao podem ser influenciados por fatores quimicos ou fisicos, por exemplo: o tamanho
do habitat e a distancia entre eles; pH; dieta do hospedeiro ou até mesmo a posi¢do na cadeia
trofica (Bagge et al, 2004; Karvonen et al, 2013). Em aquacultura, a introduc¢do de espécies
exoticas pode originar surtos de doengas causados por parasitas, caracteristicos de outras zonas
geograficas. Os problemas ambientais também podem estar associados a esses surtos, bem
como a fraca qualidade da agua do cultivo ou por influéncia de outros fatores, mas
principalmente devido as elevadas densidades que podem levar a mortalidades em massa

(Pulkkinen et al, 2010).

Contudo, alguns patdgenos, como bactérias, virus e parasitas, ndo originam problemas
apenas na saude dos peixes, mas também nos seres humanos, originando gastroenterites ligeiras
ou problemas mais graves que podem levar a sua morte (Shamsi, 2019), principalmente se o
pescado for consumido cru ou mal cozinhado (Williams ef a/, 2020). No passado, estas doencas
apenas limitavam as populagdes locais que viviam junto da costa, mas com o crescimento dos
mercados internacionais, do melhoramento dos transportes e das mudangas demograficas essas

fronteiras foram-se expandindo (Amer, 2014).

1.2.1. Monogenea

Os monogéneos sdo parasitas pertencentes a Classe Monogenea, do Filo Plathelminthes,
que se ramifica em duas subclasses, a Monopisthocotylea e a Polyopisthocotylea, abrangendo
mais de 5500 espécies e correspondendo a 750 géneros de monogéneos (Paladini ef al, 2017).
Sao, geralmente, encontrados em vertebrados marinhos e em alguns invertebrados (Reed et al,
2012), bem como em peixes de agua doce (Pimentel-Acosta ef al, 2019). Os organismos da
subclasse Monopisthocotylea alimentam-se do muco e de células epiteliais (Rani & Upadhyay,

2019), alojando-se nas superficies externas do hospedeiro, essencialmente nas branquias, pele
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e barbatanas, classificando-os, assim, como ectoparasitas (Makesh et a/, 2015). Contrariamente,

a subclasse Polyopisthocotylea alimenta-se exclusivamente do sangue do hospedeiro (Ogawa,

2014).

Estes organismos apresentam simetria bilateral, cuja superficie dorsal do corpo ¢ convexa,
contrariamente a dorsal que se apresenta concava. Nao possuem coloragdo € o seu corpo,
revestido por um fino tegumento (Cheng, 2012), pode dividir-se em trés zonas: regido cefalica
(anterior a faringe), tronco e hopishaptor (Figura 1.1). Os monogéneos sdo caracterizados pela
existéncia de um 6rgdo de fixagdo posterior denominado de haptor, composto por ganchos,
ancoras (hamulli) ou ventosas provocando lesdes nos 6rgaos onde se anexam (Jerdnimo et al,
2016). Ja na extremidade anterior exibem um prohaptor, principal estrutura de fixagdo e de
alimentacdo, composta por musculatura ou por glandulas cefélicas, que vao libertando
substancias adesivas. Estas duas estruturas auxiliam a movimentagdo do parasita ao longo das

superficies, libertando alternadamente as extremidades anterior e posterior (Drago, 2017).

Regiao
Opistohaptor Tronco Cefilica

Figura 1.1 - Divisao corporal de monogéneos Dactylogyrus sp.. Adaptado de: Robert et al, 2012

Com ciclo de vida direto, isto €, ndo havendo envolvéncia de hospedeiros intermédios, estes
parasitas sdo hermafroditas protandricos, possuindo ambos os 6rgdos copulatorios, onde o
sistema masculino se desenvolve primeiro que o feminino. Estes podem ter estratégias
reprodutivas distintas, tais como: oviparidade; viviparidade; e a autofertilizagdo (Hoai, 2020).
Grande parte dos monogéneos sdo oviparos capazes de produzir uma quantidade elevada de
ovos (Marchiori et al, 2013) revestindo o embrido por uma capsula resistente que possui apenas
uma abertura circular, tapada pelo opérculo, permitindo a eclosdao da larva ciliada
oncomiracidium (Kearn, 2018) (Figura 1.2a) (Blahoua et al, 2018). Por outro lado, das 22
familias de monogéneos, a maioria da familia Gyrodactylidae sdo organismos viviparos que

geram oncomiracidia completamente desenvolvidas, capazes de nadar livremente até encontrar
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o hospedeiro mais adequado, fixando-se na superficie deste ou sdo arrastadas através do fluxo
de agua gerado em direcdo as branquias (Ogawa, 2014). Esta estratégia reprodutiva de
viviparidade permite que sejam criadas trés geracdes em simultdneo no utero dos parasitas
(Figura. 1.2b) (Buchmann et al, 2004). Por ultimo, a autofertilizagdo somente ocorre em
monogéneos que infetam os anfibios ou quando um parasita se encontra sozinho num

hospedeiro, assegurando, assim, o seu potencial reprodutivo (Hoai & Hutson, 2014).

Figura 1.2 - Ciclo de vida das diferentes estratégias reprodutivas de parasitas monogénicos: a) oviparidade;
b) viviparidade. Adaptado de: Behrmann-Godel et al, 2015.

Os monogéneos, na sua maioria, possuem um hospedeiro especifico, embora em alguns
casos a mesma espécie pode infetar uma variedade de hospedeiros de diferentes familias
(Zargar et al, 2012), sendo a sua incidéncia e severidade dos danos influenciada pelo tamanho
e dieta do hospedeiro, zona geografica, nimero e mobilidade dos parasitas e do seu modo de

fixacdo (Igeh & Avenant-Oldewage, 2020; Reverter ef al, 2016).

A transmissdo acontece, essencialmente, devido as densidades de cultivo, onde as taxas de
contacto sdo maiores quanto maior for a densidade da populacao, mas também ¢ influenciada
pela suscetibilidade do hospedeiro quando essas taxas sdo constantes (Johnson et a/, 2011). As
oncomiracidia manifestam movimentos rapidos, apresentando comportamentos de fototaxia,
geotaxia, reotaxia e quimiotaxia (Hoai, 2020), que ajudam na procura ativa do hospedeiro em
distancias curtas, enquanto que os monogéneos viviparos exibem mecanismos de transmissao
devido ao seu sistema nervoso. Em todos os casos, expdem varios sensilla dispersos pelas

diferentes zonas do corpo, detetando sinais quimicos emitidos pelo hospedeiro (Buchmann &
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Lindenstrom, 2002). Outra estratégia que estes parasitas utilizam sdo os ritmos de eclosdo dos
ovos, onde as larvas emergem durante um periodo especifico através de pulsos, ndo eclodindo
continuamente, correspondendo geralmente a altura em que o hospedeiro se encontra inativo,
havendo evidéncias que ocorrem eclosdes massivas durante o dia/noite, embora, por vezes

possam acontecer de forma espontanea (Whittington & Kearn, 2011).

Para além das espécies de monogéneos ja conhecidas, ainda existem cerca de 25 000
espécies nao identificadas, sendo que este ¢ um grupo bastante diversificado morfologicamente
e que teve uma grande evolugdo nos 6rgios anexos ao longo dos anos. Orgdos esses que,
geralmente, sdo utilizados para identificar a espécie em questdo como outras caracteristicas: (1)
— Modo de fixacdo nos diferentes 6rgaos do hospedeiro; (2) — Forma e tamanho do corpo e do
haptor; (3) — Estrutura da extremidade anterior, presenga ou auséncia de l6bulos, abas, ventosas
e o0 seu numero; (4) — Estrutura do tegumento, como a sua largura e presenga/auséncia de dobras,
escamas ou espinhos; (5) — Presenca/auséncia de olhos e a sua quantidade; (6) — Estruturas
quitinosas do haptor; (7) — Forma, niimero, orientacdo e organiza¢do das estruturas do haptor;
(8) — Estrutura e tamanho do 6rgdo copulatério; (9) — Estrutura intestinal; (10) — Numero de
testiculos; (11) — Forma e organizag¢do do ovario; (12) — Correlagdo do tamanho dos ovarios e
dos testiculos; (13) — Numero, forma e situacdo do reservatdrio das glandulas do 6rgdo
copulatério; (14) — Forma da vesicula seminal; (15) — Posi¢do dos poros genitais, curso e
armamento do ducto vaginal e do recetaculo seminal, se presente; (16) — Espécie e idade do
hospedeiro e localizagdo onde o parasita se encontra no hospedeiro (Pugachev et al, 2010).
Porém a semelhanca das estruturas ¢ um dos principais problemas a nivel morfoldgico, isto
porque a distin¢do entre os monogéneos se torna dificil de identificar (Vignon, 2011), podendo
levar a uma incorreta caracterizagdo taxondmica (Poulin & Leung, 2010). Essa semelhanca
entre as diferentes espécies pode ser explicada pela heranga de um antepassado comum ou pela
convergéncia da forma durante a evolugdo em resposta as pressdes ecoldgicas, adaptativas,
funcionais ou devido a um desenvolvimento equiparavel (Rodriguez-Gonzalez et al, 2017). Por
conseguinte, a filogenia vem tornar a identificagdo mais fiavel e de certa forma mais rapida,
complementando com as caracteristicas morfologicas, facilitando a identificacdo inequivoca ou
o surgimento de novas espécies em resultado da evolucdo, providenciando um diagnoéstico e
controlo de doencgas instantancamente (Hansen er al/, 2007). As técnicas moleculares sao
extremamente sensiveis para a detecdo de surtos de doengas o que providencia um diagndstico
e controlo, instantaneamente, nas aquaculturas. Uma das técnicas que €, frequentemente, usada
¢ areagdao em cadeia de polimerase (PCR) que permite a amplificagdo de milhdes de copias de

uma regido especifica de DNA, utilizando uma série de ciclos de temperaturas repetidos,
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geralmente entre 20 a 40 vezes. Cada PCR inclui trés passos essenciais: Desnaturagado - através
do calor; Emparelhamento — os primers ligam-se nas suas regides complementares da cadeia
de DNA alvo; e a Extensdo - a enzima polimerase termoestavel catalisa a adi¢do dos nucledtidos
no final de cada primer; criando, assim, novas copias da regido alvo em cada ciclo (Qua et al,
2018). Esse produto final de DNA, ¢ processado seguidamente, pela técnica de eletroforese,
utilizando um gel de agarose, constituido por diversos poros que permitem separar as moléculas
com base na carga, tamanho e forma. Quanto maior for a concentracdo do gel mais pequenos
serdo os poros. Juntamente a agarose € utilizado um corante que permite a visualizacdo do DNA
a luz ultra-violeta (UV), nomeadamente brometo de etidio, GreenSafe, SYBR Green, violeta de
cristal, azul metil, entre outros. Com o auxilio da corrente elétrica, a molécula de DNA,
carregada negativamente, migra em dire¢do ao dnodo, com carga positiva, possibilitando a
separagdo por tamanhos. O tampao que € colocado na tina serve como condutor de eletricidade
e controla, devidamente, o pH que ¢ extremamente importante para a carga e confere a
estabilidade das moléculas. Os tamanhos exatos da separacdo do DNA sdo determinados em
fun¢do da distancia percorrida por cada banda, comprando com uma escala com tamanho de
fragmentos j& conhecidos permitindo identificar a espécie em causa (Lee et al, 2012;

(Tankeshwar, 2021).

1.3. Corvina

A aquacultura marinha do Mediterrdneo ¢ predominantemente dominada pelo robalo,
Dicentrarchus labrax, e pela dourada, Sparus aurata. Como consequéncia, a procura de
espécies promissoras, para uma maior diversificagdo, tem aumentado (Suzer et a/, 2012). Uma
dessas espécies € a corvina, Argyrosomus regius, onde a sua producdo tera sido iniciada no ano
1990 em Franga e Italia, seguindo-se de Espanha, Portugal e Grécia (Santos et al, 2018).
Embora o seu cultivo ser bastante limitado a bacia do Mediterraneo (Stipa & Angelini, 2005),
esta teve um aumento de 2 000 a 15 000 toneladas até ao ano 2015 (de Sousa, 2017). As elevadas
taxas de crescimento (=1Kg/ano) (Cardeira et a/, 2012) e de fecundidade (Saavedra et al, 2018),
as baixas taxas de conversdo alimentar (Papadakis et al, 2018), o rapido desenvolvimento larvar
e sendo uma espécie euritérmica (Fountoulaki et al, 2017), ou seja, com grande capacidade de
tolerar uma vasta gama de salinidades (5-39 %o) ¢ temperaturas (13-28°C), permitem com que
esta seja uma Otima candidata a aquacultura pela sua facil domestica¢do. Possui um elevado
valor comercial, que pode variar entre os 6 a 12 €/Kg (Zupa et al, 2020) devido a grande
qualidade que a carne apresenta. Embora, o seu cultivo seja bastante recente, a corvina ¢
produzida em diversos sistemas como em tanques de terra, jaulas ou até mesmo em instalagdes

intensivas (Millan-Cubillo et al, 2016).
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De nome comum corvina-legitima, A. regius pertencente a familia Sciaenidae, encontrando-
se distribuida ao longo da costa Atlantica, no Mar Mediterraneo, em zonas estuarinas ¢ fundos
arenosos (Arechavala-Lopez et al, 2015), podendo ser localizada em profundidades entre os 15
e 0s 300 metros. Pode atingir um comprimento total de 180 cm, 50 kg de peso corporal e chegar
a uma idade maxima de 42 anos (Morales-Nin et al, 2012), qualificando-se como um predador
de topo, com comportamento voraz (Gil et al, 2013). Os juvenis alimentam-se de pequenos
peixes demersais e crustaceos enquanto que os animais maiores consomem, preferencialmente,

peixes peldgicos e cefalopodes (Kruzi¢ ef al, 2016).

Com coloragdo cinzento-prateado e tons bronze, o corpo encontra-se coberto por escamas
ctenoides. Este espécime detém uma cabeca relativamente grande e olhos pequenos, com forma
corporal fusiforme, alongado e esguio, que expdem uma ligeira compressdo lateral. A linha
lateral € evidente e este peixe possui duas barbatanas dorsais, uma barbatana anal curta e uma

barbatana caudal truncada em forma de S (FAO, 2005-2021; Gil Oviedo, 2019).

A familia Sciaenidae pode ser classificada como peixes roncadores devido a sua habilidade
de produzir sons emitidos pela vibragdo da musculatura da bexiga-natatéria associados a
musculatura lateral (Amoedo, 2012) e essas vocalizagdes tém o potencial de transportar
informacdo a cerca da espécie, tamanho, sexo, ontogenia e esta relacionado com a época
reprodutiva (Pereira et al, 2020). A. regius ¢ uma espécie gonocorica anddroma, pois migra em
dire¢do aos estudrios em marco para desovar, onde permanece até ao final do verdo (Morales-
Nin et al, 2012). As larvas mantém-se nos estudrios até serem juvenis € regressam a estes
quando a sua maturagdo sexual ¢ atingida (Vallés, 2013). Geralmente, as corvinas selvagens
atingem a sua maturacao sexual quando o seu comprimento total ¢ de 45-62 cm em machos e
47-70 cm nas fémeas, contrariamente aos individuos em cativeiro que a alcangam mais cedo,
27 cm nos machos e 36 cm nas fémeas (Mylonas et al, 2013). Estas diferencas de tamanho e
idade a que a primeira maturacdo sexual acontece ¢ afetado pelas densidades de stock,

alimentagdo e temperatura da 4gua que no caso da aquacultura sdo controlados (Gil ef al, 2013).

Um dos requisitos para a introducao de novas espécies em aquacultura ¢ o conhecimento de
problemas patoldgicos que possam vir a surgir (Tsertou et al/, 2018). Apesar da producao de
corvina em aquacultura ser menos suscetivel a doencas, comparando com outras espécies, o
crescimento em elevadas densidades € o manuseamento inadequado podem provocar stress no
peixe, tendo efeito direto na sua imunocompeténcia, resultando em infe¢des agressivas. Deste
modo, essa fraca capacidade de resistir a doencas pode auxiliar na ocorréncia de diversos

parasitas (Andree et al, 2015), nomeadamente de monogéneos (Tabela 1-I), bem como de
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Amyloodinium ocellatum. Em consequéncia, da ocorréncia da grande intensidade de parasitas
nas branquias, existe uma maior facilidade para originar infe¢des bacterianas secundarias, tais
como Vibrio anguillarum, Photobacterium damselae, Mycobacterium marinum e Nocardia ou,
ainda, o aparecimento de virus, em particular o nodavirus. Outras doengas ndo infeciosas podem
aparecer, como por exemplo a granulomatose ou a dermopatia erosiva cronica, neoplasia ou

problemas no esqueleto do peixe (Soares et al, 2018).

Tabela 1-I - Monogéneos comuns em aquaculturas de Argyrosomus regius

Familia Espécie Orgio Afetado Autor
Kearn, 2004; Arafa et al,
Calceostomatidae  Calceostoma calceostoma Branquias 2009; Samak & Said,
2008;
Calceostoma polyorchis Branquias Mak, 2001
Ktariella polyorchis Branquias Vala & Euzet, 1977
. L Hayward et al, 2007;
Capsalidae Benedenia sciaenae Pele Toksen & Bresciani, 2007
Diplectanidae Diplectanium sp. Branquias Eissa et al, 2016;
Dilect . Branquias Katharios, 2018; Andree et
iplectanum sciaenae qui al, 2015
Microcotylidae Microcotyle pancerii Branquias Quilichini et al, 2009;
Sciaenacotyle pancerii Branquias e Pele Merella et al, 2009;

Merella et al, 2015

2. Objetivos

Este ensaio experimental teve como principal objetivo caracterizar o ciclo de vida do parasita
monogéneo C. glandulosum morfoldgica e filogeneticamente, recorrente em A. regius. Do
mesmo modo, pretende-se entender se este parasita é especifico de uma tnica espécie de peixe
ou de mais, verificando a existéncia de ovos nos tanques de A. regius e nos tanques com outras

espécies separadamente, nomeadamente Sparus aurata, Diplodus sargus e em Seriola dumerili.

Pretendeu-se, ainda, averiguar qual o melhor substrato para a deposicao dos ovos do parasita

e quais as temperaturas o6timas de cultivo in vitro.

Por Ultimo, foram testadas varias técnicas para a eliminagdo de C. glandulosum das
branquias da corvina, com o intuito de estabelecer protocolos de trabalho para técnicas

laboratoriais.
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3. Materiais e Métodos

Os ensaios experimentais foram realizados nas instalacdes da Estacdo Piloto de Piscicultura
de Olhdo (EPPO), infraestrutura pertencente ao Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
(IPMA), onde se realiza investigacdo, desenvolvimento e demonstragdes experimentais a escala

piloto, num periodo compreendido entre o dia 6 de outubro de 2020 e o dia 3 de junho de 2021.

Num ensaio preliminar, com o objetivo de verificar quais as espécies de monogéneos que
poderiam ser encontradas em 4. regius, foram recolhidos diferentes ovos, através da colocacao
de 4 fios de algodao nos tanques com 30 cm cada, na zona de saida de 4gua. Para o processo de
identificacdo dos ovos recolhidos, recorreu-se a Kearn (1986), onde descreve a morfologia de

alguns ovos de diversas espécies da classe Monogenea.

3.1. Caracterizacao das diferentes fases de vida de Calceostoma glandulosum
Para a caracterizagdo do ciclo de vida do parasita C. glandulosum foram estudadas as

seguintes fases: ovos, larva (oncomiracidium) e o organismo adulto.

3.1.1.Recolha de ovos
A recolha de ovos de monogéneos ocorreu nos tanques de reprodutores (R) de corvinas, R3,
R7 e R8. Tanto em R3 como em R7 o numero de individuos era seis, cujas densidades
correspondiam 5,34 Kg/m? e 5,1 Kg/m® respetivamente. No que diz respeito a RS, este possuia

7 individuos, correspondendo a uma densidade de 3,87 Kg/m® (Tabela 3-I).

Tabela 3-I - Descri¢ao do numero de individuos (N° Ind.), do peso médio (P. Médio), do comprimento total médio
(CT Médio) e da densidade de Argyrosomus regius presentes nos tanques dos reprodutores (R), R3, R7 e R8. Os
valores do peso e do comprimento médio sdo apresentados como o valor médio dos pesos/comprimento mais ou
menos o desvio padrao

Tanque N°Ind. P.Médio (Kg) CT Médio Densidade Dimensao
(cm) (Kg/m®) Tanque (m®)
R3 6 73+ 1,44 85,75 £ 4,64 5,34 9
R7 6 7+0,87 85,33+ 1,34 5,10 9
R8 7 6,8 +0,81 84,12 £3,96 3,87 11

Nos tanques de terra (T), cujo volume ¢ de 2 500 m?, onde uma variedade de espécies se
encontra na fase de engorda, em policultivo semi-intensivo, foram recolhidos ovos dos tanques

T2 e TS5 (Tabela 3-1I).
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Tabela 3-II - Descri¢ao do numero de individuos (N° Ind) e da densidade das diferentes espécies de peixes
marinhos nos tanques de terra (T) T2 e TS

T2 TS
Espécie N° Ind. Densidade (Kg/m3) N°Ind Densidade (Kg/m3)
Dicentrarchus labrax 500 0,14 2972 0,05
Sparus aurata 899 0,16 392 0,05
Diplodus sargus 494 0,05 - -
Argyrosomus regius 991 0,26 3348 0,01
Diplodus cervinus 197 0,02 - -

Os fios de algodao que foram colocados nas saidas de 4gua de cada tanque (Tabela 3-1I e 3-
III), foram retirados ao fim de cinco dias e transferidos para frascos de vidro com dgua salgada
filtrada por um filtro de areia e esterilizada em lampada ultravioleta (UV), para conservar as
amostras. Em seguida, estas foram levadas para o laboratorio, onde foram observadas
detalhadamente a lupa eletronica, Nikon SMZ1000, registando os ovos fotograficamente. A sua
caracterizacdo baseou-se essencialmente na estrutura exterior, colora¢do e pela determinagao
das suas dimensdes, nas quais foram medidos 36 ovos, através da escala da lupa, a altura do
ovo e o filamento, desde a sua extremidade a zona de onde este se inicia (Figura 3.1). O
desenvolvimento do embrido também foi estudado, classificando os ovos em quatro fases de

acordo com Militz et al (2014).

altura

Comprimento
do filamento

Figura 3.1 - Representagdo esquematica da determinacao das dimensdes dos
ovos de Calceostoma glandulosum. Escala: 100 um. Original do autor

3.1.2.Larva (Oncomiracidium)
De maneira a conhecer e caracterizar as formas larvares - oncomiracidia, todos ovos que

apresentavam a oncomiracidium com os opérculos oculares desenvolvidos, visiveis no algodao,
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eram retirados com uma agulha e transferidos para uma placa de Petri, para serem triados e
limpos de todos os detritos, evitando assim a contamina¢do da cultura por outros
microrganismos. A dgua que conservava as amostras foi, também, filtrada, para que nao se
perdesse nenhum ovo, através de uma malha de 200 pm, impedindo a passagem dos residuos
de maiores dimensdes e, por fim, uma malha de 55 pm para reter os restantes ovos, dado que o
tamanho total destes poderia atingir 133 pm. Estes procedimentos foram efetuados com
bastante rigor para que nenhum ovo se danificasse ou para evitar a sua eclosao.

Apos a obtencdo de todos os ovos, estes foram transferidos para placas de incubagdo com
seis pogos, formando um stock de 100 larvas, colocando 10 ovos em 3ml de 4gua salgada
filtrada e passada por lampada UV, sendo trocada diariamente em cerca de 1/3, sem perturbar
os ovos ali presentes. As placas foram incubadas a temperatura ambiente e com fotoperiodo
12:12 (dia/noite), sendo observadas diariamente a mesma hora. No total, 31 larvas eclodiram e
foram retiradas de cada pogo com uma pipeta de Pasteur, transferindo-as para uma lamina com
cavidade e observadas ao microscopio 6tico, Nikon ECLIPSE Ci, apos a adi¢do de uma gota de
formol (A. M. C. Cruz, Portugal) a 33% para imobilizar as oncomiracidia (Hirazawa et al,
2010).

Com o intuito de determinar o tempo de vida das larvas fora do hospedeiro apos a eclosdo,
foram realizados novos lotes, depositando uma larva individualmente em cada po¢o de uma
placa de 24 pogos, com agua salgada filtrada com filtro de areia e seguido para filtro de UV. O
cultivo decorreu a uma temperatura ambiente de 23°C e fotoperiodo de 12:12 (dia/noite). Os
ovos foram colocados a eclodir durante a manha, e observados apds 24 horas, assumindo que
todas as larvas que teriam eclodido até aquela hora seria o tempo 0 de sobrevivéncia. Essas
larvas eram transferidas para uma placa de Petri, com agua salgada filtrada, com a indicagdo da
hora que estas teriam nascido, registando o nimero de horas, até a sua morte (que se observava
quando as larvas ndo apresentavam movimento ou estavam a degradar-se).

Para a determinacdo da fecundidade de C. glandulosum, foram usadas seis corvinas do
tanque de terra com peso médio de 86,3 + 16,6 g e comprimento total médio de 22,2 + 1,5 cm,
transferidas seguidamente para um balde de volume 20 L, com 15L de agua salgada (Figura
3.2) onde se adicionou 150 ppm de peroxido de hidrogénio (José M. Vaz Pereira S. A., Portugal)
durante 30 minutos, permitindo a eliminagdo de quaisquer parasitas presentes nas branquias e
pele. Os peixes foram transferidos individualmente para tanques com 15L de dgua salgada a

uma temperatura entre os 22 + 1°C.
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Figura 3.2 - Baldes de infecdo para determinar a fecundidade e maturacdo sexual de
Calceostoma glandulosum em Argyrosomus regius. Original do autor

O ensaio de infe¢cdo com o objetivo de determinar a fecundidade do parasita baseou-se no
protocolo de Hoai & Hutson (2014). Primeiramente foi necessario diminuir o volume da dgua
do tanque em cerca de 1/3, introduzindo apenas uma oncomiracidium em cada tanque, retirando
o arejamento durante 1 hora para que a infecdo ocorresse com sucesso. Passado esse tempo, o
volume de 4gua foi reposto e o arejamento ligado novamente.

A determinacdo da fecundidade da espécie de C. glandulosum. foi monitorizada pela
producdo de ovos a cada 24 horas. Por conseguinte, a 4gua de cada tanque era filtrada na sua
totalidade, posteriormente aos peixes serem transferidos para outros tanques com dgua salgada
limpa filtrada em UV a mesma temperatura. A filtracdo da adgua foi executada através da
passagem por duas malhas, construidas em tubos que se inseriam dentro um do outro, sendo
que a primeira passagem era na malha de 125 pm, para reter toda a matéria organica de
particulas maiores permitindo a passagem dos ovos, ficando retidos na segunda malha de 55
pum (Figura 3.3). Em seguida, essa malha foi lavada para outra de 55 um, construida num tubo
mais pequeno para que fosse possivel a sua observagao a lupa, Nikon SMZ1000 (Figura 3.4).

Os monogéneos atingem a sua maturacdo sexual quando iniciam a producdo de ovos,
acabando por ser libertados na coluna de agua (Brazenor ef a/, 2018). Assim, quando ocorreu o
aparecimento dos primeiros ovos de C. glandulosum assumiu-se que a maturagdo sexual foi
atingida, sendo monitorizada a ocorréncia de ovos a cada 24 horas, repetindo o mesmo

processo. O ensaio terminou apos dois dias consecutivos sem o aparecimento de ovos.
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Fig'ilra 3.4 -Malha de 50 u para observar os ovos
de Calceostoma glandulosum ap6s filtragdo a lupa,
Nikon SMZ1000. Original do autor

Figura 3.3 - Tubos com malha de 55 um a
esquerda e 125 um a direita. Original do autor

3.1.3.0rganismo Adulto

Para a observagdo do organismo na fase adulta, seis corvinas foram recolhidas do tanque
T2 cujo peso médio foi de 444 + 179,7 g e comprimento total médio de 36,9 + 7,3 cm, sendo
levadas para o laboratorio de patologia onde se procedeu a andlise das branquias.

Primeiramente, os animais foram sacrificados através de uma incisdo realizada na espinha e
os dois primeiros arcos branquiais foram retirados, de ambos os lados. Para uma melhor dete¢ao
dos monogéneos, os epitélios branquiais foram separados do arco branquial e observados ao
microscopio otico, Nikon ECLIPSE Ci. Foi feito um registo fotografico de oito C. glandulosum

de forma a proceder as medi¢des da sua dimensao e a diferenciar as suas estruturas

3.2. Identificacio Filogenética
Para a identificagdo molecular utilizou-se o parasita adulto retirado das branquias de A.
regius e os ovos tetraédricos recolhidos com o substrato algodao, colocando-os a eclodir durante
24 horas a 23°C. Ambas as amostras foram colocadas num eppendorf de 1,5ml com etanol a

70% e armazenados a 4°C.

A extragdo do ADN (Acido Desoxirribonucleico) gendmico foi realizado utilizando o Kit
NZY Tissue gDNA isolation (Nzytech, Portugal) de acordo com o protocolo do fornecedor,
com uma alterag@o no final, no qual o tampao de eluicdo (NE) foi aquecido a 50°C antes de ser
adicionado a coluna. Para a eluicdo da amostra, 100 ul de tampao foi adicionado, aguardando
durante 1 minuto antes de centrifugar na centrifuga MPW-150R. Centrifugou-se por 2 minutos
a 11 000 x g e voltou-se a eluir com os mesmos 100 pl de tampao. No final, quantificou-se a
concentracdo de ADN de cadeia dupla por espetrofotometria utilizando um espetrofotometro,
DeNovix DS-11 FX.
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A sequéncia genomica de C. glandulosum, descrita por Hayward et al (2007), foi
verificada no BLAST do GenBank e a partir desta foi possivel desenhar os primers no Primer-
BLAST, dando origem a CGla ITS2 Fwl (5’-GGTTGTGGATTGGACTGTAT-3’) e a
CGla_ITS2 Rvl (5’-GCACACAACAGAAACAATGA-3’). O PCR foi executado, iniciando-
se pela preparacao da solu¢ao MasterMix, onde num eppendorf de 1,5 ml foram colocados, por
cada amostra a testar, 27,6 pl de H20 purificada (MiliQ), 5 ul de Buffer 10x, 2,5 ul de MgClo,
2 ul de dNTP’s, 1,25 pul de CGla_ITS2 Fwl, 1,25 pul de CGla_ITS2 Rvl e 0,4 ul de Supreme
NZYTaq II (5 U/uL). Em cada eppendorf de 0,2 ml foram colocados 40 pl de MasterMix e
adicionado 10ul de amostra respetivamente. O controlo negativo foi efetuado de igual forma a
excecdo da amostra que foi substituida por H20 MiliQ. Os tubos foram dispostos no
termociclador, Biometra® Personal Cycler e o programa foi iniciado pela desnaturacdo do
DNA durante 3 min a 94°C, seguindo de 40 ciclos de amplificagdo 94°C durante 30 s, 30 s a
50°C e 72°C durante 2 min, finalizando com a extensdo a uma temperatura de 72°C durante 10
min. Os produtos de PCR foram corridos, por eletroforese, em gel de agarose a 1,5% durante 1

horaa 120 V.

3.3. Ensaio 1 — Efeito de diferentes substratos na ocorréncia de ovos de Calceostoma
glandulosum

Diversos substratos foram testados como forma de avaliar qual o que mais se adequava a
fixagdo de um maior numero de ovos, utilizando materiais como fios de algoddo, cordas de
nylon e plastico de dois tipos diferentes, polipropileno e poliestireno (Figura 3.5). Num periodo
de cinco dias foram dispostos, em cada tanque, seis fios de algoddo, um circulo de plastico
poliestireno e seis pedacos de plastico polipropileno. Nos tanques de terra foi necessario
utilizar-se uma estrutura de rede de plastico com malha 3x3 cm construida por Dias (2020) num
estudo realizado anteriormente nas instalagdes da EPPO (Figura 3.6). Essa estrutura envolvia
uma tira de esferovite que, para além de suportar todos os materiais e separa-los devidamente,
permitiu também a prote¢do de quaisquer agressdes por parte do meio, essencialmente
impedindo que os peixes os destruissem. A temperatura foi registada diariamente durante os
cinco dias em que os substratos estiveram na dgua. Depois desse periodo, as armadilhas foram
retiradas e colocadas em 4gua salgada, para conservacdo das amostras e levados para o
laboratorio, onde foram contados o niumero de ovos presentes em cada substrato, a lupa

binocular. Os resultados foram apresentados em numero de ovos por cm por dia.
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Figura 3.5 - Substratos testados para fixacdo de ovos de monogéneos
(algodao, corda, plastico poliestireno e plastico polipropileno). Original
do autor

Figura 3.6 - Estrutura utilizada para proteger os diferentes substratos
de fixacao de ovos, instalada na comporta de saida de agua dos tanques
de terra. Original do autor

3.4. Ensaio 2 — Efeito da temperatura nos ovos de Calceostoma glandulosum

O ensaio pratico realizado na EPPO abrangeu as quatro estagdes do ano, o que permitiu
acompanbhar as alteragdes sazonais da temperatura da dgua. Foram 6 temperaturas, 13°C, 14°C,
16°C, 17°C, 22°C e 24°C para estudar o ciclo de vida do parasita e a produ¢do de ovos em fungao
da temperatura. Recorreu-se ao mesmo método de recolha descrito em “3.1.1 — Recolha de
ovos”, procedendo-se a contagem total de ovos.

A viabilidade dos ovos também foi determinada as diferentes temperaturas, desta forma os
ovos que se fixaram no algoddo, recolhidos nos mesmos tanques de reprodutores a uma
temperatura de 14°C, 16°C e 17°C, foram contados e classificados segundo Militz et a/ (2014),
em quatro fases distintas: Fase I — ovos inviaveis que apresentam uma cor translicida ou se
encontram danificados; Fase II — coloracao castanho opaca pela presen¢a da oncomiracidium,
Fase Il — oncomiracidium com os pontos oculares bem desenvolvidos; e a Fase IV — exibem
cor translucida e com o opérculo do ovo aberto.

Para entender qual a melhor temperatura para a incubacdo in vitro, ou seja, que permitia

uma rapida eclosdo, estes apos a recolha dos substratos foram triados e colocados em 3ml de
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agua salgada filtrada em UV nas placas de seis pogos, formando um stock de 100 larvas, como
referido anteriormente. A incubagdo dos ovos foi mantida durante 48 horas no laboratorio com
temperaturas controladas, nomeadamente a 17°C, 19°C, 21°C, 23°C e 25°C, estando expostas a
um fotoperiodo de 12:12 (dia/noite) e as trocas de dgua eram realizadas diariamente em cerca
de 1/3 do volume para que o oxigénio se mantivesse a niveis adequados.

Os ovos foram examinados apds 24 horas de incubacdo e todas as larvas que nadavam
livremente teriam eclodido naquele momento, assumindo que seria o tempo 0 e depois s6 eram
observadas, novamente, apos 48 horas da sua eclosdo. O sucesso da eclosdo foi determinado

através da taxa de eclosao (N° de ovos eclodidos/N° ovos colocados a incubar x 100).

3.5. Ensaio 3 - Especificidade de Calceostoma glandulosum
Nos tanques de reprodutores (Tabela 3 — III) foram colocados seis fios de algodao com 30
cm cada. Apos cinco dias, as armadilhas foram retiradas de cada um dos tanques, preservadas
em agua salgada filtrada e posteriormente contado o niimero de ovos a lupa, apresentando os
resultados sob a forma de nimero médio de ovos/cm/dia. A temperatura foi registada durante

este periodo em que os substratos estiveram na agua.

Tabela 3-III - Numero de individuos das diversas espécies presentes nos tanques de reprodutores (R)

Tanque Espécie N° Individuos
R1 Sparus aurata 10
R3 Argyrosomus regius 6
R4 Diplodus sargus 27
RS Seriola rivoliana 4
R7 Argyrosomus regius 6
RS Argyrosomus regius 7

Por outro lado, varias amostragens patoldgicas foram efetuadas nos tanques de terra, com
o objetivo de verificar a existéncia de parasitas externos nos peixes. Assim, recorrentemente,
recolhiam-se 3 a 4 espécies de peixe de cada tanque, transferindo para o laboratorio para serem
analisadas. Primeiramente os peixes eram sacrificados por uma incisao na coluna e as branquias
retiradas para serem observadas ao microscopio. A espécie e a intensidade do parasita foram
registadas, sendo que a intensidade se verifica pelo nimero de parasitas existente nos dois

primeiros arcos branquiais de cada hospedeiro (Bush et al, 1997).
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3.6. Ensaio 4 — Teste de diferentes produtos na eliminagio do parasita Calceostoma
glandulosum das branquias de Argyrosomus regius em laboratorio

Com o objetivo de ter peixes provenientes da engorda em tanques de terra isentos de
parasitas branquiais para fazer os ensaios de fecundidade do parasita Calceostoma

glandulosum, foram testados diversos produtos.

Em ensaios anteriores (na caracterizagcdo da fecundidade de C. glandulosum) as corvinas
foram expostas a um banho com perdxido de hidrogénio (Jos¢ M. Vaz Pereira S. A., Portugal)
a 150 ppm durante 30 minutos. Todavia, ainda era possivel visualizar ovos de monogéneos,
incluindo C. glandulosum, nas malhas durante as 24 horas seguintes aos peixes serem infetados,
verificando que este ndo seria a melhor maneira de erradicar os parasitas. Desta forma, foram
testados alguns tratamentos, como formol - formaldeido a ~ 37 % e por metanol <10% (A. M.
C. Cruz, Portugal), numa concentracdo de 200 ppm e a 300 ppm, 4gua doce e 2-fenoxietanol
(Applichen, Espanha) a 150 ppm, para verificar qual o que apresentava maior sucesso na

remo¢ao na integra dos parasitas presentes nas branquias.

Nos tratamentos de formol foram utilizados quatro peixes para cada concentragdo a ser
testada (Figura 3.7), enquanto que para os restantes apenas se utilizou um peixe para cada
tratamento.

Inicialmente A. regius, com peso médio de 86,3 £ 16,6 g e comprimento total médio de 22,2
+ 1,5 cm, foram deixados durante 24 horas nos tanques, devidamente separados, para verificar
se estavam infetados com monogéneos, isto €, se apos a filtragdo da dgua do tanque existiam
ovos presentes na malha.

Para os tratamentos com formol os peixes foram transferidos para baldes com 15 L de agua,
durante 1 hora, para a concentra¢do de 200 ppm e 30 minutos quando expostos a 300 ppm de
formol.Depois do periodo do banho, as corvinas foram transferidas, novamente, para os tanques
com agua salgada limpa e permaneceram até ao dia seguinte. Filtrou-se a dgua totalmente, de
modo a verificar se ainda havia a presenga e producdo de ovos de monogéneos, onde eram
contados diariamente, para entender se o procedimento estaria a ser eficaz e determinar a sua
evolu¢do ao longo do ensaio.

O processo de filtragdo da agua foi idéntico nos outros tratamentos. Contudo, o que apenas
diferenciou foi a forma como o tratamento era administrado. No banho de 4gua doce o peixe
era colocado em dgua com salinidade nula durante dois minutos e colocado novamente em agua

limpa e com arejamento. Por outro lado, o 2-fenoxietanol (Applichen, Espanha) foi utilizado
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numa concentracao de 125ppm em 10L de dgua salgada filtrada e o peixe permaneceu no banho
de acordo com o seu comportamento de resposta a estimulos e pela perda da atividade natatoria.

Os quatro tratamentos tornavam-se 100% eficazes se fossem eliminados por completo os
parasitas presentes nas branquias, terminando o ensaio quando ndo se verificava a produgdo de

ovos de monogéneos nas 24 horas seguintes ao tratamento.

Figura 3.7 - Tanque de tratamento com formol em
Argyrosomus regius. Original do autor

3.7. Analise Estatistica

Para os dados da recolha de ovos de monogéneos em diferentes substratos foi realizada
uma andlise de varidncia (ANOVA) com dois fatores de modo a examinar se ocorreram
diferencas estatisticamente significativas entre os tanques onde os ovos foram recolhidos e o
material utilizado. Os resultados da especificidade do hospedeiro de C. glandulosum também
foram devidamente analisados por uma ANOVA com um fator, verificando se existiam
diferengas estatisticamente significativas entre as variadas espécies de peixes e a fecundidade
dos parasitas, respetivamente. Para tal, todos os pressupostos (homogeneidade de variancias e
normalidade dos dados) foram devidamente validados com um nivel de significancia para p <
0.05. Quando foi observado a violagdo destes pressupostos, procedeu-se a comparagdo de
médias, utilizando o teste de Tukey. Todas as analises estatisticas foram realizadas através do

software SPSS 20.0 para o Windows.

4. Resultados

Nos tanques das corvinas, tanto nos de reprodutores como nos tanques de terra, foram
observados ovos de Monogenea, nomeadamente Diplectanum sp. (Figura 4.1) e C.
glandulosum. Estes eram morfologicamente distintos, dado que os ovos de Diplectanum sp.
apresentavam uma forma ovoide composto, apenas, por um apéndice € com comprimento de

60 pm e largura de 30 um e os de C. glandulosum exibiam um formato tetraédrico. Dada a falta
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de informacdo sobre esta ultima espécie o foco principal do estudo foi o parasita C.

glandulosum.

e
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Figura 4.1 - a) ovo e b) individuo adulto de Diplectanuni sp. encontrado nas
branquias de Argyrosomus regius visualizado ao microscopio Otico numa
ampliagdo de 400x. Escala:100um. Original do autor.

4.1. Caracterizacao das diferentes fases de vida de Calceostoma glandulosum

C. glandulosum ¢ um parasita da classe Monogenea, subclasse Monopisthocotylea, que
apresenta um ciclo de vida direto, onde o organismo na sua fase adulta se fixa nas branquias
dos peixes, nomeadamente em A. regius e se alimenta do muco e células epiteliais. Este, quando
atinge a maturacao sexual, produz ovos que sdo libertados na coluna de dgua, podendo eclodir
nesta, originando uma oncomiracidium. A larva, como apresenta uma natagdo veloz e com o
auxilio do fluxo de 4gua gerada pelas branquias, vai fixar-se novamente a um novo hospedeiro,
onde se vai desenvolver até a sua fase adulta e produzir ovos novamente, repetindo este ciclo

continuamente (Figura 4.2).

Figura 4.2 - Representagdo esquematica do ciclo de vida de Calceostoma glandulosum. Escala: 100pum
(ovos e oncomiracidium); Ampliacdo de 100x do organismo adulto. Original do autor. Ilustracdo
Argyrosomus regius retirado de: Meagre (Argyrosomus regius) — Akvatek Aquaculture Inc.,n.d.)
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4.1.1.Ovos
Os ovos de C. glandulosum possuiam uma forma tetraédrica, com cerca de 79 + 7 um de cada
lado e possuiam, em cada vértice, um filamento com comprimento médio de 54 £ 6 um que se
arredondavam nas suas extremidades, a excecdo de um que se apresentava em forma de “Y”.

Num dos vértices, exibiam, ainda, um polo opercular que permite as larvas sairem do ovo

(Figura 4.3).

a)

b) | d)

£ Polo Opercular .‘LL,‘- =

Sem Polo Opercular

Figura 4.3 - Desenvolvimento do embrido de Calceostoma glandulosum dentro do ovo, classificado
em quatro fases de desenvolvimento do embrido de: a) Fase I - Nao embrionado/Danificado, com uma
ampliacao de 100x; b) Fase II - Embrionado, ampliando a 100x; ¢) Fase III - Em desenvolvimento,
observado numa amplia¢ao de 400x; Fase IV - Eclodido, utilizando uma ampliacao de 100x. A escala
representada na figura corresponde a 100pum. Escala de 100 um. Original do autor

4.1.2. Caracterizacio da oncomiracidium de Calceostoma glandulosum
A oncomiracidium de C. glandulosum exibia uma forma oval com um comprimento médio
de 100 = 15 um e largura de 37 £ 9,3 um e, geralmente, eclodem quando expostas a uma
temperatura 6tima ap6s 24 horas, conseguindo sobreviver em média até 25,91 + 2,7 horas fora
do hospedeiro. Esta apds a saida do ovo apresentava uma natagdo veloz ajudada pelas diversas
sensilla dispostas nas zonas laterais do corpo e na zona posterior do mesmo. Na regido cefélica

estes organismos demonstravam quatro pontos oculares. Na zona contraria, no haptor, foi

41



possivel a observagdo de dois ganchos hamuliformes, mas nenhum gancho marginal foi

verificado ao microscopio 6tico (Figura 4.4).

4

Figura 4.4 - Oncomiracidium do monogéneo Cualceostoma glandulosum,
observada com uma ampliacdo de a) 400x; b)100x. Escala de 100 pm. Original
do autor

Apods a infecdo de A. regius com apenas uma oncomiracidium, verificou-se que C.
glandulosum atingiram a maturagao sexual entre os dias 11 e 14, correspondendo aos primeiros
relatos de ovos na coluna de dgua. Este organismo, ao longo do ensaio, teve a capacidade de
produzir uma quantidade crescente, alcangando um maximo ao dia 18 (287 ovos por peixe).
Porém, essa competéncia de originar um grande nimero de ovos foi perdida em seguida, tendo
um decréscimo até ndo conseguir produzir mais nenhum. Deste modo, o periodo de fecundidade
tem uma duragdo média de 10 dias, dado que o ultimo dia de producdo de ovos ocorreu ao 24°

dia (Figura 4.5).
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Figura 4.5 - Fecundidade de Calceostoma glandulosum apés infecdo de Argyrosomus regius com uma Unica
oncomiracidium. (Até ao dia 14 o n=6, de 14 a 21 n=4; a partir do dia 22 n=3)
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4.1.3. Caracterizacio de Calceostoma glandulosum na fase adulta

O ntimero de monogéneos encontrados em corvina, variou entre 1 e 7 individuos por peixe,

correspondendo a uma intensidade média de 4,5 + 2,3 parasitas/peixe (Tabela 4-I).

Tabela 4-1 - Intensidade (niimero de parasitas/hospedeiro) de Calceostoma glandulosum em Argyrosomus regius

com os respetivos dados do peso, do comprimento total (CT) e do indice de condicdo (IC)

Peixe Peso(g) CT (cm) IC Intensidade
1 448 36 12,4 4
2 615 42 14,6 6
3 530 42,4 12,5 7
4 95 22,2 4,3 1
5 615 43,5 14,1 3
6 366 36,0 10,1 2

C. glandulosum na sua fase de adulto apresenta um comprimento médio de 2,1 + 0,8 mm

(1,1 — 3,9) e largura 0,44 + 0,2 mm (0,2 — 0,7), sendo possivel a sua visualizagdo a olho nu.

Junto da sua cavidade bucal existe uma aba com duas projecdes glandulares redondas e a sua

extremidade anterior, quando expandida demonstra uma lapela grande com as margens

estriadas. O haptor, composto por dois pares de ganchos, encontra-se protegido por uma

estrutura (Figura 4.6). Os ganchos marginais, o sistema digestivo e reprodutor, bem como outras

estruturas nao foram diferenciados.

Figura 4.6 - Visualizacdo de Calceostoma glandulosum na fase adulta (esquerda) ao microscopio 6tico numa
ampliacdo de 40x, escala de Imm e com destaque para o haptor (direita), observado a uma ampliagdo de

100x. Escala: 100pm. Original do autor.

43



4.2. Identificacio Filogenética
Com extracdo de DNA obteve-se uma concentracdo de 114,478 ng/ul de C. glandulosum
e racio de A260/230=2,4 e A260/280 =2,2. Apods a amplificagdo do material genético por PCR,

o fragmento foi observado, no gel, com um tamanho de 129 bp (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Fragmento de DNA de C. glandulosum com um tamanho
de 129 pb com a respetiva escala da ladder V do lado esquerdo.

4.3. Ensaio 1 — Efeito de diferentes substratos na ocorréncia de ovos de Calceostoma
glandulosum

O algodao exibiu uma maior adesdo dos mesmos, sendo superior nos tanques R7 e R8
quando comparado com a corda, mas inferior no tanque R3. Ja o substrato que apresentou os
piores resultados foi o plastico do tipo poliestireno, ndo havendo quaisquer ovos, enquanto que
no plastico do tipo polipropileno observaram-se alguns ovos, embora em niimero reduzido

(Figura 4.8).

Segundo a analise estatistica realizada através da ANOVA de dois fatores, verificou-se que
ndo existiam diferengas estatisticamente significativas para o material de corda, com p-value =
0,079 (>0,05), contudo o mesmo ndo acontece no polipropileno (p-value = 0,029) nem no
algodao (p-value = 0,003), pois o p-value ¢ inferior a 0,05 ndo cumprindo o requisito o que
demonstrou a existéncia de diferencas entre estes dois materiais. Como o valor do poliestireno

foi constante, dado que o seu p-value = 1,0, essa analise nao foi realizada.

Por outro lado, quando comparado o fator tanque, estes manifestaram diferencas
significativas visto que o requisito de significincia ndo era cumprido (R3 — p-value = 0,005; R7

— p-value = 0,005; R8 — p-value = 0,000).
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Através da realizagdo do teste de Tukey as diferengas foram verificadas, nomeadamente na
interacdo Material-Tanque, onde os pares “R3-R8” e “R7-R8”, relativamente ao material
algodao exibiram diferencas estatisticamente significativas. Por outro lado, quando analisando
a interagcdo Tanque-Material os pares que mostraram maiores variancias foram o “Poliestireno-
Corda”, “Poliestireno-Algodao” no tanque R3, “Poliestireno-Corda”, “Poliestireno-Algodao”,
“Polipropileno-Corda” e “Polipropileno-Algodao” e “Corda-Algodao” no tanque R8. O tanque

R7 cumpre todos os requisitos em que p-value > 0,05.

ceg

1,6
Poliestireno ' Polipropileno 1 Algoddao = Corda
1,2
3
@) b dfg
E 0,8 . [ T
S04
OZ T T ef
0 ab T cd
R3 R7 R8

Tanque

Figura 4.8 - Fixacdo de ovos de Calceostoma glandulosum em diferentes substratos: Poliestireno, Polipropileno,
Algodao e Corda de Nylon; recolhido do tanque de reprodutores (R) de Argyrosomus regius: R3, R7 e R§,
representado pela média do nimero de ovos por cm por dia. a, b, ¢, d, e, f'e g representam os pares com diferencgas
estatisticamente significativas.

4.4. Ensaio 2 — Efeito da temperatura nos ovos de Calceostoma glandulosum

4.4.1. Ocorréncia de ovos de C. glandulosum
Entre outubro de 2020 a janeiro de 2021, a ocorréncia de ovos de C. glandulosum decresceu
acompanhado pela diminui¢do da temperatura, ou seja, a uma temperatura inferior a 14°C a
ocorréncia de ovos foi inexistente. Com o aumento desta, a ocorréncia de ovos tendeu a
aumentar, atingindo o seu maximo a 20°C (produzindo 1,9 ovos/cm/dia). Porém, o aumento
continuo da temperatura a partir dos 20°C fez com que a ocorréncia de ovos na 4gua diminuisse

(Figura 4.9).
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Figura 4.9 - Ocorréncia de ovos de Calceostoma glandulosum nos tanques de reprodutores de Argyrosomus regius
em fun¢do da temperatura.

4.4.2. Viabilidade dos ovos de C. glandulosum

Verificou-se que a temperatura da d4gua ndo influenciou apenas a produgao dos ovos de C.
glandulosum, mas também a sua viabilidade (Figura 4.10), observando as quatro fases do
desenvolvimento do embrido. De um modo geral, com a diminui¢do da temperatura a produgao
dos ovos teve um decréscimo significativo. Observou-se, igualmente, que a fase I apresentou
um padrdo comum, quanto menor foi a temperatura maior foi a produg¢do de ovos. Na
temperatura mais baixa, 14°C, a ocorréncia de ovos eclodidos (fase 1V) era praticamente
inexistente (2%), aumentando a 16°C e seguidamente a 17°C. Os ovos que se encontravam
embrionados ou em desenvolvimento (Fase II e III) tiveram o seu maximo a temperatura de

17°C (58%), diminuindo aos 16°C e por fim aos 14°C (Anexo II).
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Figura 4.10 - Desenvolvimento do embrido dentro do ovo em fungdo da temperatura, divido por diferentes fases:
Fase I — ndo embrionado; Fase II — embrionado; Fase III — em desenvolvimento; Fase IV - eclodido, recolhido nos
tanques dos reprodutores de Argyrosomus regius: R3, R7, R8, correspondendo a temperaturas de 14°C, 17°C e
16°C, representado por niimero de ovos por cm por dia
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4.4.3.Incubacio de ovos

No geral, quanto maior era a temperatura maior era a taxa de eclosdo, desde as temperaturas
de 17°C a 23°C, mostrando uma pequena descida a 25°C (Figura 4.11). A temperatura onde se
verificou uma menor percentagem de ovos eclodidos foi a de 17°C, visto que passado 48 horas
houve 27% de taxa de eclosdo, seguindo-se da temperatura de 19°C, no qual esta subira
ligeiramente de 25% em 24 horas para 40% em 48 horas. Aos 21°C, ap6s 24 horas a taxa de
eclosdo foi muito idéntica a temperatura de 23°C (21°C — 41%; 23°C — 42%). No entanto, nas
24 horas seguintes, a temperatura de 21°C nao teve uma taxa de eclosdo significativa, visto que
esta apenas aumentou até aos 56% de ovos eclodidos. Por outro lado, a temperatura 23°C
permitiu que todos os ovos conseguissem eclodir. A 25°C essas taxas de eclosdo foram

inferiores a temperatura de 21°C e 23°C, mas superiores a 17°C e 19°C (Anexo II).
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Figura 4.11 - Taxa de eclosao dos ovos de Calceostoma glandulosum a temperaturas
distintas: 17°C, 19°C, 21°C, 23°C e 25°C durante 48 horas

4.5. Ensaio 3 — Especificidade de Calceostoma glandulosum

A contagem do niimero de ovos nos diversos tanques dos reprodutores com espécies distintas
permitiu determinar se a espécie de monogéneo a ser estudada teria um hospedeiro especifico.
No tanque R1, onde se encontravam S. aurata, apareceram 0,03 + 0,01 ovos/cm/dia de C.
glandulosum; no R4 com individuos de D. sargus nao se verificou o aparecimento de C.
glandulosum; no tanque RS, composto por S. rivoliana, o aparecimento de ovos foi quase nulo.
Por outro lado, nos tanques de A. regius houve um grande aparecimento de ovos, em que R3
com 0,33 + 0,1 ovos/cm/dia, no R7 com 0,35 + 0,1 ovos/cm/dia e por fim no R8, que obteve

0,98 + 0,3 ovos/cm/dia.
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Analisando estatisticamente, apos a realizagdo da ANOVA onde p-value = 0,000 (< 0,05)
ndo cumpriu com os requisitos, assumindo que existiriam diferencas significativas entre os
tanques dos reprodutores. Desta forma, procedeu-se ao teste Tukey para perceber onde ocorreu
as diferengas no niimero médio de ovos de C. glandulosum, pelo nivel de significancia 0,05,
verificando esse pressuposto entre os tanques R1-R8, em R4-R8 e R5-R8.

Tabela 4-1II - Contagem total de ovos de Calceostoma glandulosum presente nos tanques de reprodutores: R1 -

Sparus aurata; R3 - Argyrosomus regius; R4 - Diplodus sargus; RS - Seriola rivoliana; R7 - Argyrosomus regius;
R8 - Argyrosomus regius; a, b, c representam os pares que apresentam diferengas estatisticamente significativas

RI1* R3 R4 R5¢ R7 R8®b:¢
N° Ovos/em/dia 0,030,014 0,33 = 0,140 0 0,00+ 0,003 035+0,107 0,98 + 0,246

Nos tanques de terra, correspondente a fase da engorda, existem varias espécies de
peixes, tais como D. sargus, S. aurata, A. regius, D. cervinus, D. labrax, E. marginatus e S.
senegalensis, nos quais eram realizadas analises, regularmente, para a observagao de parasitas
externos. No entanto, C. glandulosum foi encontrada apenas em A. regius com uma intensidade
média de 3,83 £ 2,1 parasitas/hospedeiro, utilizando seis individuos. No geral, todos as corvinas
amostradas apresentavam no minimo um parasita por peixe, sendo que o maximo verificado foi
7 (Tabela 4-1), distribuidos pelos dois primeiros arcos branquiais do lado esquerdo do peixe.

Nas restantes espécies presentes nos tanques, C. glandulosum nunca foi encontrada.

4.6. Ensaio 4 — Teste de diferentes produtos na eliminagao do parasita Calceostoma
glandulosum das branquias de Argyrosomus regius em laboratério

Virios tratamentos foram efetuados para tentar eliminar os monogéneos das branquias de
A. regius, nomeadamente formol com concentragdo de 200 ppm e 300 ppm, 4gua doce e 2 —

fenoxietanol a 150 ppm.

De um modo geral, todos os tratamentos tiveram um padrdo comum, visto que ao longo
dos dias o numero de ovos dos parasitas reduziu significativamente. A excecao da dgua doce, a
ocorréncia dos ovos diminuiu até ao terceiro dia, mas voltou a aumentar constantemente a partir

do quarto dia (Figura 4.12).

No segundo dia do banho de tratamento realizado ao peixe, o que teve maior efeito na
eliminagdo do parasita foi o formol a 200 ppm, seguindo-se do tratamento com 2-fenoxietanol,
depois formol a 300 ppm e por fim a 4gua doce. Mas o mesmo ndo ocorreu nos dias seguintes,

apenas o formol a 200 ppm teve uma redugao continua até ao quinto dia de tratamento, tendo
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um ligeiro aumento ao sexto dia. Neste tratamento um dos peixes acabou por morrer ao 4° dia
e os restantes ao 7°dia, impedindo a conclusdo do mesmo. Uma das observacdes feitas a A.
regius que tinham morrido foi a presenga de lesdes na pele entre a barbatana anal e caudal,
apresentando uma grande vermelhiddo e alguma descamagado (Figura 4.12). No banho a 300
ppm de formol o nimero de ovos reduziu significativamente, tendo sido eliminados
completamente ao fim de sete dias. E por fim, o 2-fenoxietanol que obteve uma diminui¢do do
primeiro para o segundo dia, tendo um aumento no aparecimento de ovos na dgua no periodo

de trés dias, voltando a diminuir nos restantes dias até a sua morte que ocorreu apos o sexto dia.
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Figura 4.12 - Representagao grafica dos tratamentos efetuados em Argyrosomus regius para eliminar monogéneos
presentes nas branquias, nos quais foram utilizados: formol a 200 ppm e a 300 ppm, agua doce e 2-fenoxietanol.
Os dados foram representados em numero de ovos por individuo ao longo dos dias.

Figura 4.13 - Argyrosomus regius com ocorréncia de lesdes durante o tratamento de formol a 200ppm.
Original do autor
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S. Discussido
Neste estudo, € feito pela primeira vez a caracterizagdo morfoldgica de C. glandulosum,
através da observacdo dos ovos, oncomiracidium e o parasita adulto e como os fatores

ambientais podem ter efeitos no seu ciclo de vida.

A importancia de conhecer as dimensdes dos ovos deve-se a encontrar novas medidas a
implementar como forma de evitar que os ovos de monogéneos entrem para os tanques das
aquaculturas. Os ovos apresentam uma variedade de tamanhos, filamentos de fixacao e formas,
que podem ser esféricas (e.g. Dactylogyrus vastator (Chaudhary et al, 2017)), ovoides (e.g.
Paracaesicola nanshaensis n. gen. (Zhou et al, 2020)), fusiformes (e.g. Heterobothrium
okamotoi (Hirazawa et al, 2003)), tetraédricos (e.g. Neobenedenia sp. (Gonzalez, 2015)) ou em
forma de urna (e.g. Neoentobdella natans) (Kearn & Whittington, 2005), conforme a espécie
(Kear, 1986). Os ovos de C. glandulosum, neste estudo, exibiram um formato tetraédrico, cujo
tamanho médio foi 79 + 7 um e com filamentos em cada vértice com comprimento de 54 + 6
um, totalizando 133 + 13 pm. Os apéndices que compdem 0s Ovos, caracterizavam-se por
apresentarem nas suas extremidades as pontas arredondadas a exce¢do de um que terminava em
forma de “Y”. Porém Euzet & Ktari (1973) e Kear (1986) descrevem as mesmas caracteristicas
para uma espécie da mesma familia de Calceostomatidae, Calceostomella inermis, geralmente
encontrada em Sciaena umbra e Umbrina cirrosa (Strona et al, 2010), mas Castelld (2015)
observou pela primeira vez em Mullus surmuletus. J4 Hayward et al (2007) faz referéncia a um
ovo tetraédrico de C. glandulosum, presente em Argyrosomus japonicus, mas com os filamentos

dispostos numa posi¢do diferente, sem descrever quaisquer outras caracteristicas do mesmo.

O desenvolvimento do embrido de monogéneos, processo semelhante entre espécies, €
realizado por quatro estagios, como descrito por Militz et al (2014) e Maciel ef al (2017). O
parasita, quando atinge a maturagao sexual, expele o ovo para fora do seu corpo, cujo embrido
se encontra sob a forma de uma massa escura — Fase II, essa massa vai-se desenvolver
juntamente com o ovo, multiplicando numerosas células (blastdmeros) a sua volta, dando
origem a oncomiracidium, exibindo uma silhueta evidente e dois pares de pontos oculares bem
visiveis — Fase III. Na fase final, a larva posiciona-se ao longo do ovo com a regido cefalica na
direcdo do opérculo e através de diversos movimentos consegue abri-lo permitindo a sua saida,
dando origem a um ovo eclodido — Fase IV. Contudo, quando as condi¢des ndo sdo favoraveis
para a reprodugdo dos monogéneos o embrido nao tem a capacidade de se desenvolver, o que

torna o ovo inviavel — Fase 1.
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Relativamente a fase de vida, oncomiracidium, foi feita uma descri¢ao da fecundidade e da
sua sobrevivéncia. Apds o desenvolvimento completo do embrido dentro do ovo, a
oncomiracidium ciliada ¢ libertada, iniciando a sua natacdo livre em busca de um hospedeiro,
antes que as suas reservas energéticas esgotem ou o tempo de vida termina (Whittington &
Kearn, 2011). A maioria das larvas de monogéneos ndo tem uma longevidade superior a 48
horas, no entanto 10% de todas as espécies estudadas vivem mais do que 24 horas, tendo um
periodo médio de sobrevivéncia de 12,5 horas apds a eclosdao a 20°C (Repullés-Albelda et al,
2013). Para C. glandulosum esse tempo de vida foi determinado aproximadamente 26 horas de

sobrevivéncia ap6s a eclosdo.

Os parasitas exibem uma elevada fecundidade, de modo a aumentar a probabilidade dos
descendentes localizarem e infetarem os seus novos hospedeiros com sucesso, dai haver a
necessidade da producdo de um grande nimero de ovos (Hoai, 2020). A maturacdo sexual foi
definida ao primeiro sinal de ovos filtrados nos tanques de infecdo, pois esta acontece quando
os organismos estdo aptos a produzir ovos e gerar nova descendéncia, neste caso entre o 11° e
o 14° dia, conseguindo ser fecundo durante 10 dias. Contudo, nos primeiros dias de infecao
ainda ocorriam ovos nos tanques, isto aconteceu devido a ja existir uma infe¢ao prévia por parte
de C. glandulosum nos tanques de terra onde os individuos de 4. regius se encontravam, pois,
o tratamento inicial antes do ensaio de infecdo nao foi eficaz na elimina¢do do parasita, sendo
estes dados descartados. Com o passar dos dias estes foram reduzindo o seu numero até nao
haver a produc¢do durante um determinado tempo, o que permitiu conhecer o momento em que
C. glandulosum atingira a maturagdo sexual. Foram utilizados seis peixes, mas apenas trés
destes conseguiram completar a fecundidade totalmente, enquanto trés desses peixes morreram

durante o ensaio o que ndo foi possivel observar o término do periodo de fecundidade.

A fecundidade e a maturagdo sexual nao sdo influenciadas apenas pela temperatura (Tubbs
et al, 2005), mas também pelas diferentes espécies de monogéneos, nomeadamente
Dactylogyrus vastor que consegue atingir a sua maturacdo ao 9° - 10° dia, Dactylogyrus
anchoratus ao fim de 6 dias, Benedenia seriolae entre os dias 16 e 20 apo6s a infe¢do, Zeuxapta
seriolae ao 25° dia, Heterobothrium ecuadori ap6s 38 dias, Pseudorhabdosynochus lantauensis
ao 7° dia, Cichlidogyrus spp. ao fim de 4 a 6 dias e Neobenedenia sp. apds 24 horas (Aguirre-
Fey et al, 2015; Erazo-Pagador & Cruz-Lacierda, 2010; Gonzales, 2015; Zhang et al, 2015).

C. glandulosum, embora tenha sido encontrado apenas nas branquias dos peixes, pode ser
localizado na cavidade bocal e nas barbatanas. As suas dimensdes contém algumas variagoes,

cujo tamanho ¢ de 2,10 = 0,8 mm, devido ao seu corpo ser muito flexivel, alongando-se e
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encolhendo-se com bastante facilidade, auxiliando a sua locomog¢do e alimentacdo, devido a
lapela existente na regido cefalica. Williams (1989) demonstra, igualmente que C. glandulosum
possui dois congéneres, que diferem em termos de dimensdes. O parasita C. calceostoma
apresentava um comprimento médio de 3,295 um (2,875 — 4,002) em Tunes e 6,302 pm no
Golfo da Biscaia e Calceostoma herculana possuia um comprimento médio total de 2,500 —
3,500 um, enquanto que C. glandulosum tinha um tamanho de 2,724 um (1,848 — 4,176). A
distingdo de C. glandulosum, neste trabalho, foi feita através da comparagdo das dimensoes,
dado que possuia um tamanho muito inferior a C. calceostoma, e por apresentar valores
menores do limite inferior do comprimento de C. herculana. Para além dessa distingdo, a
estrutura do sistema reprodutor pode identificar as espécies em questio, porém, neste caso nao
foi possivel diferenciar quaisquer 6rgaos internos ao microscopio otico ou a lupa. Essa distingao
poderia ser feita em microscopia eletronica de transmissdo, que permitisse visualizar as

estruturas internas com mais detalhe.

Pela utilizacdo de técnicas moleculares pretendeu-se confirmar a espécie
filogeneticamente. Na extragdo do DNA o ricio da absorvancia de 260/230 e 260/280
determinam a pureza do DNA, indicando a presenca de contaminantes durante o processo da
extracdo deste (Garcia-Alegria et al, 2020). Relativamente a este trabalho, os valores do racio
260/230 encontram-se dentro dos valores ideais (2,1-2,3), porém o racio 260/280, que deveria
estar proximo de 1,8 (Koetsier & Cantor, 2019), apresentou um resultado um pouco elevado.
Apesar da contaminag@o por proteinas ou fendis estar evidente na medicao, este resultado nao
teve qualquer influéncia no DNA, pois este conseguiu detetar uma banda a 129 bp,
demonstrando que os primers desenhados, através da sequéncia conhecida, funcionaram e o
fragmento foi recortado e seguido para sequenciacdo para uma melhor confirmacao. Devido ao
fator tempo, os resultados da sequencia¢do ndo foram descritos neste trabalho, mas serdo

inseridos numa futura publicacdo.

Os filamentos nas extremidades dos ovos tém a principal fun¢do de adesdo as branquias
dos peixes, providenciando uma estratégia de seguranca contra predadores, danos mecanicos e
anoxia, melhorando a hipotese de ocorrer reinfegdes nos hospedeiros (Maciel ef al, 2018). Para
a recolha desses ovos foram testados quatro substratos diferentes, algodao, corda, plastico
poliestireno e plastico polipropileno, com o objetivo de entender qual o mais eficiente na adesao
dos ovos, para se proceder a eclosdo in vitro de um niimero significativo de larvas necessarias
a um ensaio posterior. O substrato que obteve os melhores resultados, estatisticamente, foi a

corda, ndo se verificando diferencas significativas entre os tanques de A. regius. Este material
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era produzido com nylon, que foi moldado posteriormente numa corda permitindo que se
formassem pequenas cavidades, onde os ovos ficavam alojados, dado que os pequenos
filamentos de nylon se mantinham na estrutura inicial impedindo que os apéndices dos ovos
nao tivessem tanta facilidade em se fixar. Noutros estudos, também, foram utilizados outros
materiais compostos com nylon como redes, onde os ovos se depositam e aderem, ou em
formato de fios (Hirazawa et al/, 2010). Apesar do algodao ter apresentado uma maior dispersao
nos dados, foi o substrato que reteve uma maior quantidade de ovos quando comparado com
outros materiais. Estas diferengas poderdo ter ocorrido, possivelmente, devido as grandes
concentragcdes de matéria organica que aderiam, originando erros de contagem por parte do
operador, tendo os ovos a capacidade de se camuflar, o que torna a sua visualiza¢do mais dificil.
A camuflagem ocorre como uma estratégia contra predadores, sendo que o mesmo acontece
nos organismos adultos onde se verifica uma coloragdo semelhante ao ambiente que os rodeia
(Kearn, 2004). Para além disso o algodao, também utilizado por Grano-Maldonado et al (2015)
e Fajer-Avila et al (2007), quando colocado na 4gua vai dissipando os seus filamentos

separando-os, o que fornece uma maior area de adesao.

Nos dois tipos de plastico a recolha de ovos foi muito baixa, quase nula, isto porque as
diferengas eram bastante evidentes, quando comparados com os outros substratos utilizados na
testagem da recolha de ovos, 0 que comprovou que estes ndo seriam os materiais mais
adequados para a sua fixacdo. Nao houve adesdo em ambos os materiais por estes serem
demasiado rigidos e lisos, sendo que o poliestireno ¢ produzido com um alto brilho superficial,
o que auxilia a que este produto ndo tenha nenhum tipo de rugosidade, dai os filamentos dos
ovos nao conseguirem aderir. Por outro lado, o polipropileno teve pouca adesdo por parte
destes, dado que ¢ um material extremamente versatil, podendo ser flexivel, dependendo para
que fim ¢ produzido (Kim & Kim, 2004) e também por ter sido preparado pelo operador o que

pode ter originado pequenas saliéncias nas extremidades ao ser cortado com uma tesoura.

Estatisticamente analisando, foi possivel comprovar que ndo existiam diferencas
significativas em poliestireno (p-value = 1,0), sendo uma variavel constante, uma vez que os
valores foram iguais a zero em todas as amostragens. Como referido anteriormente a corda foi
0 Unico material que cumpriu com os requisitos pressupostos, ndao havendo diferengas
estatisticamente significativa (p-value > 0,05). Pelo contrario, tanto o polipropileno como o
algoddo apresentaram diferencgas entre tanques. Adicionalmente, quando analisados os trés
tanques verificaram-se que existiam grande variabilidade, pois de um modo geral, mesmo com

a temperatura semelhante, o tanque R8 obteve uma maior quantidade de ovos quando
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comparado com R3 e com R7, sendo que este ultimo teve resultados muito inferiores
relativamente a R8. Isto pode ter acontecido pela existéncia de mais uma corvina do que nos
restantes tanques de reprodutores aumentando o contacto entre individuos permitindo a
transmissdo do parasita (Johnson et al/, 2011) ou pela existéncia de um maior numero de
monogéneos alojados nas branquias, o que permite uma maior quantidade de ovos que vao ser

libertados na coluna de 4gua.

Com a realizagdo do teste Tukey compreendeu-se onde as diferengas estatisticamente
significativas estariam a ocorrer, provando que no tanque R8 existiu uma maior dispersdo de
dados entre os substratos, nomeadamente em Poliestireno - Algodao, Polipropileno — Corda,
Polipropileno — Algodao e Corda — Algodao. Isto pode ser explicado pelo volume do tanque R8
ser maior, 10,6 m?, enquanto que os restantes contém apenas 8,2 m?, o que leva a que 0s ovos
se dissipem por varias zonas, dado que as armadilhas se encontravam no mesmo local durante
os cinco dias de permanéncia na agua. No tanque R3 as maiores diferencas ocorreram em
poliestireno — corda e poliestireno — algoddo, demonstrando que o poliestireno ndo foi o melhor
substrato para a fixa¢do dos ovos, comprovado anteriormente que este apresentava algumas
saliéncias ou rugosidade onde os ovos conseguiam ficar presos, mas que nao seria o suficiente.
Por outro lado, o tanque R7 demonstrou as menores quantidades de ovos fixados em todos os
materiais, havendo valores muito semelhantes, o que fez com que ndo houvesse grande variagao

nos dados.

Contrariamente aos resultados provenientes dos tanques dos reprodutores, os substratos
colocados nos tanques de terra ndo obtiveram qualquer adesdo por parte dos ovos. Tal deve ter
ocorrido por a estrutura nao ter ficado bem posicionada, pela vasta area dos tanques ou pela
profundidade da saida de 4gua, o que permite que os ovos estivessem mais dispersos na coluna

de 4gua e/ou depositados no substrato.

Outros métodos utilizados para a recolha de ovos poderiam ter sido testados, tais como a
utilizacdo de plantas aqudticas ou objetos que permitissem que estes se emaranhassem, na
remocao dos organismos nas branquias dos peixes, sendo essencial o sacrificio dos peixes para
a sua observacao (Hutson et a/, 2018) ou através da filtragdo da 4gua com uma malha (Maciel
& Alves, 2018). Contudo, este tltimo ndo seria eficiente para tanques com 8,2 ¢ 10,6 m? cujo
caudal da saida de 4gua era forte, ou pelo método de filtragdo descrito por Marchiori et al

(2013).
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Um dos principais fatores ambientais que influéncia a producdo de ovos, a eclosdo das
larvas e o ciclo de vida da oncomiracidium ¢é a temperatura (Turgut, 2012), uma vez que os
monogéneos possuem um valor 6timo especifico e caso este se mantenha durante um periodo
longo, a janela de infecdo torna-se maior, levando a produ¢do de mais geragdes de parasitas
(Lohmus & Bjorklund, 2015). No geral, a transmissdo e a maior incidéncia destes individuos
sdo sazonais, apresentando flutuagdes ao longo do ano (Sitja-Bobadilla et al, 2010), mas ¢
essencial conhecer o seu comportamento em diferentes temperaturas permitindo compreender
como os monogéneos podem ser afetados por este parametro e qual a melhor forma de atuar
perante um surto de doenga causado por estes individuos (Hirazawa et a/, 2010). Ao longo deste
estudo verificou-se que C. glandulosum também era afetada pelas flutuagdes da temperatura da
agua, pois visualizou-se uma descida significativa na produgao de ovos na transi¢dao do outono
para o inverno, onde neste foram atingidos valores minimos, voltando a aumentar
significativamente no inicio da primavera e descendo, de novo, com temperaturas muito

elevadas no verao.

Deste modo, foram colocadas armadilhas durante cinco dias em diferentes épocas do ano,
onde as temperaturas da dgua atingiram os 13°C, 14°C, 16°C, 17°C, 22°C e 24°C, realizando a
contagem do nimero de ovos produzidos, através do aparecimento destes no substrato de
recolha nos tanques dos reprodutores. Apds os cinco dias verificou-se que a ocorréncia de C.
glandulosum teve um aumento consideravel com a subida da temperatura da dgua entre os
meses de novembro a margo, onde as temperaturas atingiram um minimo de 13°C, no qual a
producdo de ovos foi praticamente nula, aumentando até aos 20°C e a partir dai diminuindo a
sua producdo. O aumento da temperatura também influenciou uma maior producdo de
Diplozoon kashmirensis (Shah et al, 2013), Neobedenia girellae (Hirazawa et al, 2010),
Caballerocotyla sp. (E Mahmoud et al, 2020), e Discocotyle sagittata (Rubio-Godoy &
Tinsley, 2008). Shvydka et al (2020) prova que a diminui¢do dos 17°C para os 22°C pode ter
sido influenciada pela resisténcia a algumas doengas que os peixes tendem a formar com o
aumento da temperatura, visto que as suas defesas imunitdrias sdo ativadas, uma vez que os
organismos ectotérmicos com temperaturas mais baixas a imunidade celular e humoral
especifica e ndo especifica podem ser afetadas (Jackson & Tinsley, 2002), nomeadamente em
A. regius que apesar de se conseguir adaptar a uma vasta gama de temperaturas, prefere
temperaturas superiores a 23°C (Kounna et al, 2021). Para além das alteragcdes imunoldgicas de
A. regius quando se encontra em condicdes Otimas, estas flutuagdes na prevaléncia de

monogéneos pode ser afetada pela alimentacdo do hospedeiro ou por mudangas a nivel
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hormonal que tornam os hospedeiros mais ou menos suscetiveis a estes organismos (Kim et al,

2001).

Contrariamente a estes resultados observou-se que existiam outros monogéneos que
necessitavam de temperaturas baixas para sobreviver, nomeadamente Diplectanum sp., também
encontrado em A. regius, que possuiu um comportamento inversamente proporcional a C.
glandulosum, visto que a produ¢do de ovos diminuia com o aumento da temperatura nos meses
durante a primavera-verdo. Este comportamento de Diplectanum sp. pode ser confirmado por
varios estudos que indicam que esta espécie origina uma maior quantidade de ovos no inverno,
quando as temperaturas da agua estdo mais baixas diminuindo até ao verdo e onde atingem
produgdes minimas, voltando a subir novamente no final do outono (Eissa et al, 2016). O
mesmo acontece em Sparicotyle chrysophrii que € apta a temperaturas baixas, o que promove
uma elevada prevaléncia destes individuos em S. aurata, coincidindo com a imunodeficiéncia
dos peixes as diferengas brutais da temperatura durante a transi¢do do verdo para o inverno

(Antonelli et al, 2010).

O desenvolvimento dos ovos de monogéneos, processo semelhante entre espécies, €
realizado por quatro fases, como descrito em Dawestrema cycloancistrium por Maciel et al
(2018). Na primeira fase, o parasita expele o ovo para fora do seu corpo, cujo embrido se
encontra sob a forma de uma massa escura, essa massa vai-se desenvolver juntamente com o
ovo, multiplicando numerosas células (blastobmeros) a sua volta, dando origem a
oncomiracidium, exibindo uma silhueta evidente e dois pares de pontos oculares bem visiveis.
Na fase final, a larva posiciona-se ao longo do ovo com a regido cefalica na dire¢ao do opérculo,
sendo possivel observar-se movimento da mesma. No entanto, a temperatura pode prejudicar
esse desenvolvimento, tornando os ovos inviaveis. Com a diminui¢do deste parametro nas
épocas do ano mais frias (13°C — 14°C) a viabilidade dos ovos tendeu a diminuir, notando a
producdo de um maior nimero de ovos translicidos ou danificados, o que indicou que o
embrido ndo se desenvolveu. Em consequéncia deste aumento da inviabilidade, o aparecimento
de ovos eclodidos diminuiu de igual forma, bem como aqueles que apresentavam os ovos
embrionados ou em desenvolvimento. Zhang et al (2021) afirma que os ovos quando expostos
a temperaturas muito baixas a eclosdo falha completamente, trazendo problemas para o
desenvolvimento do embrido. Porém quando estes sdo depositados em temperaturas baixas,
mas ainda dentro dos limites toleraveis de C. glandulosum, os ovos podem ser conservados e
retomar o seu desenvolvimento aquando os fatores ambientais estiverem favoraveis, pois os

ovos sdo abastecidos com reservas energéticas e lipidos importantes que facilitam a
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longevidade larvar, o sucesso do desenvolvimento e podem ainda produzir ovos de maior
tamanho (Brazenor ef a/, 2020). O mesmo acontece em D. sagittata, quando as temperaturas se
encontram inferiores a 10°C os niveis de viabilidade sdo muito baixos (Rubio-Godoy & Tinsley,
2008), bem como Protopolystoma orientalis (Jackson et al, 2001) e em Protopolystoma

xenopodis (Tinsley et al, 2011).

Todavia, o limite maximo verificado ndo foi coerente com os valores 6timos para a eclosdo
das oncomiracidia de C. glandulosum, explicado anteriormente que pode ter sido influenciado
pelo sistema fisioldgico de A. regius e por o ensaio ter sido realizado em condigdes totalmente
controladas. Utilizando a mesma quantidade de stock de ovos para eclodir in vitro, assumiu-se
que o valor 6timo da eclosdo ocorreu quando o maior nimero de ovos de monogéneos tera
eclodido até as primeiras 48 horas ap6s a sua recolha nos tanques de reprodutores. No fim desse
periodo de incubagdo até a eclosdo, aos 23°C os ovos eclodiram na sua totalidade provando que
esta era a temperatura que mais sucesso tinha para uma rapida eclosao. Conforme a temperatura
aumentava o nimero de ovos eclodidos também era maior, completando assim o ciclo de vida
mais rapidamente, provocando um aumento no metabolismo e o desenvolvimento dos embrides
o que permite que a infecdo do hospedeiro seja continua (Brazenor & Hutson, 2015). Muitas
outras espécies de monogéneos expdem uma gama especifica entre si, nomeadamente B.
seriolae onde a eclosdo dos ovos ocorreu a temperaturas que variam entre os 14°C e os 28°C
(Ernst et al, 2005), em Z. seriolae o sucesso da eclosdo ja ocorre a temperaturas mais baixas,
entre os 13°C e os 18°C (Tubbs et al, 2005) e D. anchoratus que suporta entre 13°C a 26°C
(Mello et al, 2015), mas com relatos em outros estudos que a gama de tolerancia pode ser mais

alargada, de 10°C a 24°C (Barker & Cone, 2000).

No entanto, para a eclosdo in vitro ser estimulada ¢ preciso ter em conta ndo s6 o fator
temperatura, mas proporcionar outras condigdes essenciais ao cultivo desta espécie, tais como
realizar renovacdes de dgua diariamente, como forma de aumentar o oxigénio dissolvido, ter
uma intensidade luminosa e fotoperiodo adequados, existéncia de muco, tecidos ou ureia do
hospedeiro e garantir que ndo existe o surgimento de perturbacdes mecanicas (Hutson et al,

2018).

Os monogéneos sao conhecidos pela sua elevada especificidade, isto €, a exclusividade ou
restri¢ao de ocorréncia de uma determinada espécie de parasita em uma ou mais espécies de
hospedeiros (Whittington et al/, 2000), ndo s6 do orgdo onde aderem, mas também do
hospedeiro (Kaci-Chaouch et al, 2008). Apoés a recolha dos ovos em diversas espécies

reprodutoras, nomeadamente em D sargus, onde ndo foi observado qualquer ovo ali presente,
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contrariamente a S. aurata e de S. rivoliana, pois foi encontrado uma quantidade vestigial de
ovos de C. glandulosum que podera ter entrado no sistema de 4gua e consequentemente para os
tanques. Como a quantidade foi demasiado baixa nesses individuos, pode-se assumir que esta
espécie nao teve a capacidade de infetar outros reprodutores para além de A. regius, que através
da andlise estatistica se provou que este hospedeiro era especifico para C. glandulosum, visto
que existiam grandes diferengas entre os tanques que teriam as outras espécies de reprodutores.
Além disso, foram observadas outras espécies de monogéneos, através da visualizagcdo de ovos
distintos, nos tanques onde C. glandulosum nao foi encontrada, sendo que estes ndo se
localizavam nos tanques de corvinas, podendo afirmar que eram especificos de outros
hospedeiros, nomeadamente de Microcotyle sp. em S. aurata e uma espécie nao identificada
por falta de informagdo em D. sargus. Nas amostragens regulares dos tanques de terra,
correspondendo a fase de engorda, ndo foi visualizado C. glandulosum em nenhum peixe, a
excecdo de A. regius, o que continua a comprovar que esta espécie ¢ mesmo especifica deste
hospedeiro. Outros autores relataram que a especificidade pode ocorrer por géneros, como por
exemplo Lamellodiscus em Sparidae, Thaparocleidus em Pangasiidae, Cichlidogyrus de
Cichlidae, Dactylogyrus em Cyprinidae, e por fim Gyrodactylus em Gobiidae (Graga et al,
2018).

A oncomiracidium ¢é capaz de distinguir o seu hospedeiro de outros animais (Ohhashi et al,
2007) uma vez que procuram recursos estaveis, geralmente de maior porte com uma vida longa,
que estejam em grande abundancia ou que sejam hospedeiros presentes no topo da cadeia
alimentar (Mendlova & Simkova, 2014). A morfologia do seu 6rgio de fixagdo é um fator
bastante importante para a especializacdo e adaptagdo aos seus hospedeiros, que através do
contacto fisico ou pelo desencadeamento de recetores quimicos e moleculares permitem a sua
adesdo. O muco dos peixes funciona como uma barreira quimica a bactérias, fungos e parasitas,
mas a evolug¢do dos monogéneos permitiu que estes explorassem os seus hospedeiros. Porém
quando os individuos se sentem ameacgados tentam inibir ou reduzir essa exploracdo através de
mecanismos imunitirios com o intuito de repelir os monogéneos e, ainda, a densidade das
células epiteliais podem interferir na variacdo do local da adesdo. Como resposta a infe¢do os
hospedeiros tentam inibir ou reduzir essa exploragdo desencadeando mecanismos imunitarios
que tentam repelir os monogéneos, porém podem atrair outras espécies, nomeadamente em
Gyrodactylideos existente em salmonideos, isto porque o muco ou a epiderme podem produzir

alguma substancia que pode interferir com a sua fixagdo (Whittington et a/, 2000).
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As infe¢cdes por monogéneos ocorrem geralmente pela pobre qualidade da agua,
maioritariamente quando os niveis de amdnia ou nitratos estdo elevados, pela grande quantidade
de matéria organica ou pelo oxigénio dissolvido na dgua se encontrar baixo, o que providencia
a proliferacdo desses parasitas, dado que estes possuem um ciclo de vida simples e conseguem
multiplicar-se muito rapidamente trazendo graves problemas aos peixes, acabando por levar a
sua morte (E Mahmoud et a/, 2020). Atualmente, um dos métodos mais utilizados na remogao
destes parasitas ¢ o tratamento por banho, utilizando alguns compostos quimicos,
nomeadamente formol, sulfato de cobre, permanganato de potassio, peréxido de hidrogénio ou
triclorofon. Contudo estes tratamentos s6 proporcionam um controlo de popula¢do a curto

prazo, dado que apenas sdo eficazes em determinadas fases do parasita (Doan et al, 2020).

Este ensaio sucedeu-se em consequéncia da ndo remocao de C. glandulosum por perdxido
de hidrogénio, visto que a ocorréncia dos seus ovos era recorrente apds um banho de 150 ppm
durante 30 minutos. No entanto, Hirazawa et a/ (2017) afirma que este composto quando se
encontrava a uma concentragdo de 75 ppm conseguia eliminar monogéneos das espécies N.
girellae, B. seriolae, e Zeuxapta japonica durante seis horas, sem que S. dumerili fosse afetada.
Assim, pode-se comprovar que tal ndo teve sucesso na erradicagdo dos monogéneos devido ao
periodo de exposicao ter sido muito inferior ao estudo comparado. Desta forma, devido a este

insucesso varias medidas foram testadas para perceber qual o que teria a melhor eficacia.

O formol em ambas as concentragdes foi 0 que conseguiu ter maior sucesso na reducao da
infecdo parasitaria, pois com o passar dos dias ndo houve qualquer subida no numero de ovos
encontrados, o que demonstrou grande eficacia, nomeadamente, com uma concentragdao de 300
ppm, eliminando completamente C. glandulosum das branquias de A. regius. A concentragdo
200 ppm de formol também poderia ter tido grande eficacia, mas foi associada a uma grande
mortalidade neste ensaio. Essa mortalidade pode ter sido originada pelo aparecimento de lesdes
na pele, no qual o quimico estaria a prejudicar o seu estado de satide ou por ter ocorrido uma
proliferacdo de bactérias, trazendo outros problemas para o peixe. Para além deste quimico ser
o antiparasitario mais utilizado em banhos terapéuticos, que controla o aparecimento de
parasitas externos nos peixes, incluindo os organismos destinados ao setor da alimentagdo, ¢
um composto com propriedades carcinogénicas e a sua toxicidade afeta os organismos, quando
administrado em grandes quantidades ou por um periodo de exposicao longo (Hodkovicova et
al, 2019). Varios estudos indicam que o melhor tratamento contra monogéneos ¢ o formol a
150 — 200 ppm durante 3 a 6 horas (Pironet & Jones, 2000). Todavia, Cecchini & Varriale

(2003) afirmam que este ndo ¢ eficaz para todas as espécies de monogéneos € que a sua
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concentragdo influéncia de certa forma a redu¢ao ou eliminagdo dos mesmo, por exemplo a 300
ppm ocorreu uma diminui¢do significativa na eclosdo de ovos e a morte de uma grande
quantidade de oncomiracidia, mas o mesmo ndo acontece quando a concentragdo ¢ inferior,
uma vez que quando esta se encontrava a 100 ppm nao afetou qualquer comportamento por
parte dos ovos e das oncomiracidia. Por outro lado, Toksen et a/ (2010) declara que o formol

ndo tem efeito em Diplectanum aequans, um dos géneros encontrados nos peixes amostrados

da EPPO.

Os anestésicos sao frequentemente utilizados em aquacultura para diminuir o stress ou os
danos mecanicos que os peixes sofrem durante o seu manuseamento. 2 — fenoxietanol ¢ um
desses anestésicos que tem diversas vantagens na sua utilizagdo, incluindo a rapida indugdo da
anestesia, a rapida recuperagdo apos a transferéncia para dgua limpa, a facil preparagdo e um
preco reduzido (Macova et al, 2008). Para além da sua funcdo normal, este tem a capacidade
de remover parasitas das branquias e apesar de permanecerem vivos, 0s monogéneos caem
anestesiados destas (Vaughan & Chisholm, 2010), razdo pela qual houve uma diminui¢ao de
C. glandulosum nos primeiros dias e voltando a subir nos restantes, dado que os individuos
poderiam soltar-se das branquias apds o peixe ser retirado da dgua do tratamento e transferido
para um tanque com agua limpa, permitindo uma reinfecao durante as 24 horas seguintes. Em
adi¢do a concentracgdo utilizada e o tempo de exposi¢ao ao quimico podem ter sido baixos, pois
Pironet & Jones (2000) fizeram um tratamento de 2-fenoxietanol a 300 ppm juntamente com
agua doce, durante 1h30min, no qual foi eficaz para a remogao de monogéneos das branquias.
Por outro lado, o aumento dos parasitas, ao longo dos dias, também pode ser explicado pelo
facto do 2—fenoxietanol ndo ser o agente quimico mais adequado para a remog¢do de
monogéneos, pois apos a realizagdo de banho a Sal/mo salar o nimero de girodactilideos nao

foi afetado, continuando a sua atividade de transmissao para novos hospedeiros (Grano, 2010).

Para além da temperatura, a salinidade ¢ um parametro ambiental bastante relevante que
afeta os monogéneos (Marchiori et a/, 2015), uma vez que, quando esta diminui a produgdo de
ovos tem um grande decréscimo, podendo tornar-se inativa para N. girellae quando atinge os 8
ppm (Umeda & Hirazawa, 2004). No banho de dgua doce realizado, a ocorréncia de ovos
diminui nos primeiros trés dias, mas teve um aumento significativo ao 4° dia. Este tratamento,
também, ¢ muito comum para remover os parasitas fixos no hospedeiro, porém muitas das vezes
a 4gua doce somente mata os monogéneos, ndo conduzindo ao seu desprendimento, o que pode
levar a erros de observacdo durante as contagens da intensidade de parasitas nas branquias

(Whittington & Kearn, 2011). Este atua apenas temporariamente contra a infe¢cdo, pois torna-
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se ineficiente para matar os embrides que se encontram dentro do ovo e a reinfecao pode ocorrer
imediatamente apds o periodo de tratamento (Brazenor & Hutson, 2015). Existem evidéncias
de que os ovos de monogéneos podem ser resistentes a alguns antiparasitarios (Morales-Serna
et al, 2018), devido a sua membrana possuir uma proteina esclaretizada que protege o embrido
permitindo o seu desenvolvimento ap0s ter sido submetido a tratamento, dai ser necessario uma
imersdo a longo prazo em agua doce para erradicar os ovos, as oncomiracidia e 0s organismos

adultos (Militz et al, 2014).

Outra das razdes para o aumento dos ovos, durante os tratamentos realizados, pode resultar
do stress no qual o peixe foi exposto, estimulando a producao de cortisol (Bremner et al, 2009).
O cortisol ¢ uma hormona glucocorticoide, secretada pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal,
induzido por fatores bidticos e abiodticos, que desempenham um papel importante nos processos
metabolicos, visto que, fornece energia critica em resposta a infecdo. Quando a resposta
inflamatoria ocorre em excesso as células do proprio hospedeiro podem ser danificadas
(O’Dwyer et al, 2019), pois o cortisol atua de diferentes formas no sistema imunitario, incluindo
modificagdes na distribui¢do, dinamica e fungao dos leucocitos e reduzir o niumero de células
T e B (Soberon ef al, 2014), o que pode influenciar a estrutura onde a infe¢do ocorre (Harris et
al, 2000). Com o sistema imunitario dos peixes em baixo, devido a producdo excessiva de
cortisol causado pelo elevado stress, estes ndo se conseguem defender de possiveis infegoes,
como o caso dos monogéneos. Desta forma, os parasitas, tendo as condi¢gdes Otimas,
conseguindo reproduzir-se rapidamente, uma vez que o seu ciclo de vida é extremamente rapido
e assim aumentar a infecdo nos seus hospedeiros, permitindo que ocorra a prolifera¢do para

outros.

6. Conclusao

C. glandulosum neste trabalho foi observado em trés fases distintas, os ovos que
apresentavam uma estrutura tetraédrica com trés filamentos em cada vértice, contendo uma das
extremidades em forma de Y; a oncomiracidium, cuja natacdo veloz proporcionada pelo
movimento das varias sensilla ao redor do corpo providencia a transmissao de hospedeiro em
hospedeiro mais facilmente; e por fim, a fase adulta, cujo parasita possui um comprimento
caracteristico 2,10 + 0,8 mm, sendo possivel a sua visualizagdo quase a olho nu. E composto

por um haptor, rodeado por uma ventosa que permite a sua fixagao as branquias.
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Verificou-se que C. glandulosum ¢ especifico de 4. regius, uma vez que este nao foi
encontrado tanto na fase adulta como em ovos noutras espécies de peixes, nomeadamente S.

aurata, D. labrax, D. sargus, D. cervinus, E. marginatus ¢ S. senegalensis e S. rivoliana.

Os filamentos dos ovos do parasita C. glandulosum sdo essenciais para a adesdo ao

hospedeiro, porém, quando testado, o substrato que teve adesdo de mais ovos foi o algodao.

A temperatura ¢ um fator importante para o ciclo de vida de C. glandulosum, a
ocorréncia de ovos inicia-se na primavera, diminuindo ligeiramente no verdo, voltando a

aumentar no outono, de acordo com a temperatura.

Relativamente a viabilidade dos ovos, esta aumenta com o aumento da temperatura da
agua. Com a contagem da ocorréncia de ovos nos tanques dos reprodutores verificou-se que
abaixo dos 14 °C os ovos tém 84% de inviabilidade, o que impede estes parasitas de se
proliferarem rapidamente. Por outro lado, as taxas de eclosado tiveram 100% de sucesso quando
a temperatura se encontrava a 23°C, porém os ovos estavam sujeitos a condi¢des bastante
controladas, nomeadamente temperatura e oxigénio dissolvido na 4dgua, o que permitiu esse

SuUCcsSo.

De um modo geral, o ensaio para a procura de novas medidas eficazes na eliminagao
dos parasitas, demonstrou que o formol a 300 ppm erradicou completamente os parasitas das
branquias, mas mostrou-se um pouco severo, dado que os peixes morreram ao longo deste,
tornando este método pouco eficaz. Ja, o formol a 200 ppm, a sua eficécia teria que ser melhor
estudada. Contrariamente o 2-fenoxietanol e a 4gua doce ndo tiveram resultados favoraveis para
a eliminagdo do parasita. No entanto, este ensaio poderia ser realizado com outros produtos
quimicos e utilizando um maior numero de peixes para que os resultados fossem mais

confiaveis.

Com este trabalho, foi possivel conhecer melhor a espécie C. glandulosum, sendo
possivel a sua identificagdo através dos ovos, o que facilita nas andlises de rotina de parasitas,
nao havendo a necessidade de sacrificar o animal para a observa¢do de monogéneos. Em adicao,
o conhecimento de diversas formas de mitigacdo de C. glandulosum, permitem que sejam
tomadas medidas, em diversas aquaculturas, tentando impedir a proliferacdo destes patogenos,

de forma a que a satde do peixe nao fique comprometida.
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8. Anexo

Anexo I - Nimero de ovos produzidos por uma tnica oncomiracidium de Calceostoma glandulosum em A. regius para
determinar a fecundidade do parasita e quando a maturagdo sexual era atingida

Hospedeiro | 10 | 11 | 12 | 13 [ 14 [ 15 [ 16 [ 17 [ 18 [ 19 [ 20 [ 21 [ 22 [ 23 [ 24 [25]26
1 0] 0] 0o o | 11|48 195238540301 663|313/ 65| 14| 0 |0]o0
2 0 1| 2 2 | 10 | 38 10
3 0 0 0 13 Morreu
oo oo L2 1 1o Lo oo L1l 100 Lolo
5 0 1 1 1 Morreu
Lo [ o [0l 2 L st J1oe ass Lt [ 197 a0 {20 '3 0] o)
NPgIZS/ 0 010106 1.7]37]151]237/47.8(365|43.4]|21.7| 64| 21|03 |0 0‘
DP 0 |01 01|08 16]25]104]145]323] 30 [43.6/219] 45| 16 [ 04 0] 0]

Anexo II - Percentagem (%) da ocorréncia de ovos de Calceostoma glandulosum nas diferentes fases de desenvolvimento do
embrido: Fase I - ndo embrionado; Fase II - embrionado; Fase I1I - em desenvolvimento; Fase IV - eclodido

Temperatura (°C)
14 16 17
Fase I 84% 62% 28%
Fase Il e I11 14% 29% 58%
Fase IV 2% 8% 14%




