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Resumo

A producdo em aquacultura e a variedade de espécies cultivadas aumentaram
drasticamente nas Ultimas duas décadas, devido a necessidade de alimentar uma
populacdo mundial em constante crescimento. Esta producdo de peixes intensiva leva a
gue ocorram mais frequentemente doencas tanto infe¢cdes bacterianas, virais, parasitéarias

e/ou fungicas.

A amiloodiniose é uma doenca parasitdria causada pelo dinoflagelado
Amyloodinium ocellatum. E um dinoflagelado eurialino que parasita uma ampla variedade
de peixes estuarinos e marinhos. O ciclo de vida do parasita consiste em 3 estagios: o
trofonte caracterizado pelo estagio de alimentacdo, o tomonte caracterizado pela fase de
cisto, e o dinésporo caracterizado pelo estagio infecioso que adere as branquias e pele do
hospedeiro. Os sinais clinicos de incluem anorexia, dispneia, hiperplasia, inflamacéo,
hemorragia e necrose. O A. ocellatum é transmitido através do contato direto com
dinésporos vivos. Os métodos principais de diagnéstico baseiam-se na identificacdo de
tecidos infetados ao microscépio. Para um diagnéstico mais completo, embora
dispendioso, recorre-se a técnicas moleculares, como o PCR para a detecao de baixas
concentracdes do parasita. Esta técnica pode ainda ser considerada como um método de

monitorizacao e controlo de doencas.

Os cultivos IMTA sdo mais sustentaveis porque sdo cultivadas varias espécies
simultaneamente reduzindo o excesso de nutrientes que iriam para 0 meio aquatico,
trazendo um maior rendimento econémico para os produtores. No caso dos moluscos
bivalves, as espécies normalmente usadas nestes sistemas IMTA, a ostra do Pacifico,
Magallana gigas, € um importante bivalve cultivado em todo o mundo com interesse
econdmico. Os bivalves filtram e rettm uma imensa quantidade de microrganismos
presentes na agua das zonas de producao como por exemplo bactérias, fitoplancton e
parasitas que ficam retidos nas branquias, estdmago e glandula digestiva das mesmas.
Colocando-se a questao se as ostras filtram o A. ocellatum. Posto isto este trabalho vem
recolher informacdo para auxiliar os produtores de aquacultura, que tém perdas

econdmicas grandes devido a este parasita.

Os objetivos principais do estudo sdo perceber se as ostras poderiam ser usadas
como um filtro natural ou se por outro lado atuavam como um vetor de propagacdo do
parasita, e perceber ainda se os dindsporos afetavam os tecidos das ostras e a nivel

imunoldgico.



Para isto, usaram-se 144 ostras divididas em dois tratamentos, o controlo (sem
parasita) e o infetado (com parasita). Ao longo do ensaio foram recolhidas amostras, nos
momentos Oh, 3h, 24h, 96h e 7dias, para andlise de parametros de resposta imune,

histolégica, expressao genética e confirmacao por PCR.

De acordo com os resultados apresentados pode-se concluir que as ostras sdo um
vetor de propagacdo do parasita A. ocellatum representando um perigo para as
aquaculturas de policultivos, e tem de existir medidas no combate do mesmo, pois
representa um grande problema para o setor. Futuramente a uma nhecessidade de

responder a muitas questdes que este estudo levantou com os resultados obtidos.

Palavras-chave: Aquacultura, Policultivos, Magallana gigas, Amyloodinium ocellatum,

Parasita, Patologia.
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Abstract

Aquaculture production and the variety of species farmed have increased dramatically
over the last two decades due to the need to feed a constantly growing world population.
This intensive fish production leads to more frequent occurrence of diseases either

bacterial, viral, parasitic and/or fungal infections.

Amyloodiniosis is a parasitic disease caused by the dinoflagellate Amyloodinium
ocellatum. It is a eurialine dinoflagellate that parasitizes a wide variety of estuarine and
marine fish. The life cycle of the parasite consists of 3 stages: the trophon characterized by
the feeding stage, the tomon characterized by the cyst stage, and the dinospore
characterized by the infective stage that adheres to the gills and skin of the host. Clinical
signs of include anorexia, dyspnea, hyperplasia, inflammation, hemorrhage, and necrosis.
A. ocellatum is transmitted through direct contact with live dinospores. The main methods
of diagnosis are based on the identification of infected tissue under the microscope. For a
more complete, but expensive diagnosis, molecular techniques, such as PCR for the
detection of low concentrations of the parasite, are used. This technique can also be

considered as a method of disease monitoring and control.

IMTA cultures are more sustainable because several species are cultivated
simultaneously, reducing the excess nutrients that would go into the aquatic environment,
bringing greater economic return to the producers. In the case of bivalve mollusks, the
species commonly used in these IMTA systems, the Pacific oyster, Magallana gigas, is an
important bivalve cultured worldwide with economic interest. Bivalves filter and retain an
immense amount of microorganisms present in the water of the production areas such as
bacteria, phytoplankton and parasites that are retained in their gills, stomach and digestive
gland. The question arises if oysters filter A. ocellatum. Therefore, this work will collect
information to help aquaculture producers, who have large economic losses due to this
parasite.

The main objectives of the study were to understand if oysters could be used as a
natural filter or if they acted as a vector for the spread of the parasite, and to understand if

the dinospores affected the tissues of the oysters at the immunological level.

This was done using 144 oysters divided into two treatments, control (without parasite)
and infected (with parasite). Throughout the trial, samples were collected at Oh, 3h, 24h,
96h and 7days for analysis of immune response parameters, histology, gene expression

and PCR confirmation.

Xl



According to the results presented, it can be concluded that oysters are a vector for the
spread of the parasite A. ocellatum, representing a danger for polyculture aguacultures, and
there must be measures to combat it, as it represents a major problem for the sector. In the
future there is a need to answer many of the questions that this study has raised with the

results obtained.

Keywords: Aguaculture, Polyculture, Magallana gigas, Amyloodinium ocellatum, Parasite,

Pathology.
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1. Introducéo

1.1. Perspetiva geral da aquacultura

De acordo com as ultimas estatisticas mundiais sobre aquacultura compiladas pela
FAO (2022) a producdo mundial de aquacultura atingiu um recorde histérico de 122,6
milhGes de toneladas de peso vivo em 2020 (Figura 1). A producdo total consistiu em 87,5
milhées de toneladas de animais aquaticos, 35,1 milhdes de toneladas de algas e 700

toneladas de bivalves para a venda das suas conchas e pérolas.

A producdo mundial em aquacultura de espécies animais cresceu 2,7% em 2020 em
comparacdo com 2019. Esta foi dominada pela producédo de peixes (57,5 milhGes de
toneladas), produzidos em aquacultura indoor (aquacultura terreste) (49,1 milhGes de
toneladas), bem como na aquacultura marinha e costeira (8,3 milhdes de toneladas).
Depois dos peixes, estavam os moluscos (17,7 milhdes de toneladas) — principalmente
bivalves; crustaceos (11,2 milhfes de toneladas), invertebrados marinhos (525 000

toneladas), tartarugas aquaticas (537 000 toneladas) e sapos (FAO,2022).
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Figura 1: Produgdo mundial de aquacultura de animais aquaticos e algas de 1991 a 2020 (FAO,

2022).

Em Portugal, de acordo com Rodrigues, S. (2021), analisando a produgcéo nas

aguas salobras e marinhas, constata-se que a améijoa (26,9%) e o pregado (29,4%) foram



as principais espécies produzidas em 2019, seguindo-se a dourada (13,5%), as ostras
(13,2%), o robalo (7,2%) e o mexilhdo (5,5%) (Figura 2). Com menos expressao, aparecem
0 berbigdo (2,0%) e o linguado (1,9%). A producdo de moluscos bivalves representou
59.4% da producéo total de aquacultura e aumentou cerca de 15.6% em 2019 em
comparacgdo a 2018. As améijoas mantém-se a espécie mais relevante, seguida das ostras
e dos mexilhdes, que registaram aumentos de producdo de 4,6%, 16,8% e 17%

respetivamente.
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Figura 2: Composicdo da producdo de aquacultura em aguas salobras e marinhas, em
2019 (Rodrigues, 2021).

Os portugueses sao 0s terceiros maiores consumidores de peixe no mundo e 0s
primeiros da unido europeia. O consumo de peixe em Portugal (55,6 kg/per capita/ano) é
mais do dobro do consumo médio na unido europeia (DOCAPESCA, 2021). O pescado
preferencial dos portugueses séo a sardinha, a dourada, o robalo, o polvo, o bacalhau, o
salmdo e mexilhdes. Destes, apenas o salmdo, a dourada e o0s mexilhBes sao
maioritariamente provenientes de aquacultura (EUMOFA, 2021). Necessitamos assim de
aumentar a producdo nacional de pescado e outros organismos aquaticos para fazer face
a procura de mercado destes produtos por parte dos portugueses. Com este brusco
aumento da producéo, poderdo surgir doencas nas aquaculturas. Este trabalho vem trazer

conhecimento em relagdo a um parasita que comumente afeta os organismos cultivados.



1.2 Impacto das doencas em aquacultura
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O crescente aumento do setor da aquacultura é o resultado do aumento
exponencial da populacdo mundial que, procura, cada vez mais, por proteina animal para
consumo humano (Ranjbar & Khoramian, 2019; Moreira et al., 2021). A aquacultura esta a
tornar-se numa fonte cada vez mais importante de proteina disponivel para consumo
humano, uma vez que traz inimeros beneficios para a salde dos consumidores. Sdo uma
fonte de gorduras boas, como 0 6mega-3, que aumentam a produc¢do das células de defesa
do organismo, fortalecendo o sistema imune, além disso é um alimento rico em vitamina C
e vitamina E, contém propriedades anti-inflamatdrias, protegendo o sistema imune de
possiveis inflamacotes (Dijk et al., 2011; Vilavert etal., 2017; Chen et al., 2022). Além destes
beneficios o impacto ambiental da producdo de animais aquaticos € muito inferior
comparativamente com a produgdo animal terrestre. Para isso, a escala de producdo da
aguacultura e a variedade de espécies cultivadas aumentaram dramaticamente nas Ultimas
duas décadas e a tendéncia € continuar a aumentar. A producdo apresenta sempre um
risco de perda por doencgas infeciosas, sendo 0s peixes de aquacultura, devido as praticas
de cultivo, mais vulneraveis do que os peixes selvagens a doencas provenientes de uma
ampla gama de infecdes bacterianas, virais, parasitarias e fungicas (Soeth et al., 2013;
Nozzi et al., 2016; GOmez & Gast, 2018). Além disso, a tendéncia para sistemas de
producdo de maior densidade, as perturbacfes em sistemas ecoldgicos, o equilibrio
relacionado com a poluicdo e com as mudancas climaticas (Figura 4) e o aumento das
transacdes nacionais e internacionais de produtos da aquacultura e os seus derivados
contribuiram para alteragbes na dindmica de interacdo entre organismos, agentes
infeciosos e pessoas, de forma a reduzir o impacto ecoldgico e a pegada de carbono. Isto
influéncia as taxas de replicacdo e proliferacdo de patégenos, levando a uma distribui¢éo
geografica mais ampla de agentes patogénicos e a um aumento nas espécies afetadas por
surtos de doencas. Isto torna os surtos de doencas uma restricdo importante para esta

industria, com um impacto significativo na qualidade, seguranca e volume do pescado



produzido em todo o mundo, que pode levar a exclusao do acesso ao mercado e grandes

perdas econdmicas para os produtores (Moreira et al., 2021).
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Figura 3: Diagrama dos fatores que influenciam o aparecimento de doencas na
aquacultura, indicando os maiores fatores para a evolugcdo do patdégeno, e interacdes
patégeno-hospedeiro intervindo em surtos de doencas em peixes. Adaptado de Moreira et
al. (2021).

1.2. Doencas parasitarias em peixes marinhos

Os parasitas aquaticos atrairam pouca atencdo até que o desenvolvimento em larga
escala da aquacultura intensiva no inicio dos anos 1970 criou um surto de interesse em
doencas parasitarias, resultando num aumento do conhecimento e compreensdo dos
parasitas de organismos aquaticos em geral. A mortalidade tem custos evidentes
determinados pelo tamanho e idade dos peixes, mas, mais frequentemente, a infecdo do
parasita causa morbidade e perda de apetite com um desperdicio de comida resultante,
reducdo da eficiéncia de conversdo alimentar e taxa de crescimento especifica que, ao
longo de um periodo de crescimento numa populacao de peixes, pode ser responsavel por
uma proporcao notavel na reducdo dos lucros. Em alguns casos, as infe¢bes parasitarias
podem ser zoonéticas ou reduzir o valor de mercado devido a sua extensdo ou aparéncia
inestética, e isso é conhecido por causar a rejeicdo de lotes inteiros de peixes, mesmo
guando nao havia impacto percetivel no bem-estar dos animais; outras infecdes

parasitarias podem afetar a qualidade dos reprodutores (Sommerville, 2009).



A escassez de taxonomistas com experiéncia em parasitas aquéaticos sempre foi um
problema, pois a correta classificagdo taxonOmica dos parasitas de peixes é muito
importante para conhecer melhor o seu ciclo de vida, hospedeiros e com mais
conhecimento estabelecer protocolos de prevencdo e tratamento. Compreender as
interacBes parasita-hospedeiro pode levar a alvos para antibi6ticos ou outros tratamentos
ndo quimicos e o conhecimento do ciclo de vida do parasita € a chave para fazer a
intervencao apropriada no momento certo. Muitos parasitas tém ciclos de vida complexos
e 0 conhecimento da localizagdo das fases de transmissao e vetores € essencial para a
prevencdo da infecdo e o manejo da doenca sem 0 uso de antibiéticos ou produtos
guimicos. No entanto, comumente, o0 método de escolha para o controlo de problemas
parasitarios em peixes tem sido a quimioterapia, apesar da disponibilidade de uma
variedade de meétodos ndo invasivos (Sommerville, 2009; Tahraoui et al., 2018). Os
métodos classicos nem sempre resultam na identificacdo de parasitas e por isso, para que
o diagnéstico seja 0 mais correto possivel recorre-se, cada vez mais, a técnicas
moleculares, como por exemplo a técnica de PCR, que utilizam os acidos nucleicos — acido
desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA) — provenientes de amostras

biolégicas.

1.3. Aquacultura multitréfica integrada - IMTA

Para tornar a aquacultura mais sustentavel a longo prazo, tem-se colocado em
pratica a aquacultura multitréfica integrada (IMTA), sendo uma verséao diferente da cultura
aquatica tradicional (Neori et al., 2007; Ryther, 2009). A aquacultura multitréfica integrada
refere-se a cultura de varias espécies de diferentes niveis tréficos (Kleitou et al., 2018).
Esta técnica envolve uma espécie alimentada (como um peixe carnivoro) a ser cultivada
simultaneamente com espécies extrativas organicas (como bivalves) (Biswas et al., 2020)
e espécies extrativas inorganicas (como algas marinhas) (Troell et al., 2003; Neori et al.,
2004; Skriptsova & Miroshnikova, 2011; Samocha et al., 2015; Biswas et al., 2020) (Figura
3). Aqui as perdas de nutrientes de uma espécie sdo consumos nutricionais para outras
(Chopin et al., 2001). Em teoria, esta pratica tem o potencial de remover significativamente
0 excesso de nutrientes do sistema enquanto produz espécies com rendimento econémico
(MacDonald et al., 2011; Alexander & Hughes, 2017; Cunha et al., 2019).

O IMTA tem sido amplamente reconhecido como uma grande promessa para a
sustentabilidade da aquacultura, pois pode potencialmente impulsionar a eficiéncia

ecologica, aceitabilidade ambiental, diversidade de produtos, lucratividade e beneficios



sociais (OCDE, 2010; Schmidt et al., 2011; Chopin, 2012; Kleitou et al., 2018), existindo

assim uma economia circular.
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Figura 4: Esquema de um exemplo de aquacultura multitréfica integrada (IMTA) de peixes

em jaula circular, bivalves e algas marinhas (Holdt & Edwards, 2014).

No caso dos moluscos bivalves, espécies, normalmente, usadas nestes sistemas
IMTA, a ostra do Pacifico, Magallana gigas, é uma espécie importante a considerar, uma
vez que é cultivado em todo o mundo e tem bastante interesse econémico, por ser a
espécie de ostra mais difundida e devido a sua alta tolerancia as mudancas nas condi¢fes

ambientais e resisténcia a patégenos (Omont et al., 2020).

Os bhivalves filtram e retém uma imensa quantidade de microrganismos presentes
na agua das zonas de producdo (Shumway & Parsons, 2016). Uma ostra adulta filtra em
média 10 litros de agua/hora/g de peso seco, retendo bactérias, fitoplancton, pequenas
larvas de invertebrados e detritos em suspensédo na agua. Estes séo recolhidas ao nivel
das branquias que, assim, parecem atuar como uma peneira. O alimento ingerido vai-se
depositando no estbmago (revestido por células ciliadas e muco) e, posteriormente, é
encaminhado para a glandula digestiva, onde sofre digestéo intracelular, passando a fragéo

ndo absorvida para o intestino (Silva, 2017).



1.4. Resposta imune dos bivalves

Sabe-se que os invertebrados possuem mecanismos primarios de imunidade passiva,
nomeadamente barreiras fisico-quimicas, tais como esqueletos externos, conchas, cuticula
e muco. Este Ultimo, apesar da viscosidade e de ser pobre em fontes nutricionais, é rico
em peptideos antimicrobianos tais como defensinas, peptideos ricos em prolina e proteinas
com atividade bactericida/permeabilizacdo da membrana das bactérias (Schmitt et al.,
2012). A segunda linha de defesa baseia-se em componentes da hemolinfa,
nomeadamente hemdcitos circulantes e peptidios antimicrobianos que exibem
mecanismos de acdo bastante diversos que vao desde a inibicdo de vias metabdlicas a
lise das bactérias. Na hemolinfa das ostras também é possivel encontrar proteinas
homologas da metaloenzima extracelular superéxido dismutase. Alguns membros desta
familia de proteinas podem funcionar como opsinas e ligarem-se ao lipopolissacarideo de
bactérias patogénicas como, por exemplo, Vibrio spp. Nas branquias, no manto e no tubo

digestivo da M. gigas também ja foi detetada atividade da lisozima (Bachére et al., 2015).

As ostras séo cultivadas em ecossistemas marinhos costeiros altamente impactados
por atividades humanas (Adzigbli et al., 2020), nos quais 0S microrganismos sao
abundantes e nos quais a temperatura e a salinidade da agua do mar sdo objeto de
importantes variagfes ao longo das estagfes, e cada vez mais, das alteracdes climéaticas.
Nesse ambiente, a aquacultura de ostras sofre com o surgimento continuo de novas
doencas, de dificil controlo (Schmitt et al., 2011). Nas ultimas décadas, o surto frequente
de infecdes por patdgenos induziu uma mortalidade massiva e prejudicou tremendamente
a industria de cultivo de ostras (La Peyre et al., 2003; Lallias et al., 2008; Arzul et al., 20009;
Han et al.,, 2021). O conhecimento sobre a imunidade das ostras é necessario para

desenvolver estratégias para o controlo de doengas (Han et al., 2021).

Nos invertebrados, o reconhecimento de patdgenos e o controlo de doengas séo
mediados por um sistema imunoldgico inato, no qual espécies reativas de oxigénio (ROS)
e peptideos antimicrobianos desempenham uma funcéo chave de defesa (Adzigbli et al.,
2020). Os invertebrados marinhos como as ostras mantém um “status” saudavel,
defendendo-se contra esses potenciais invasores usando mecanismos de defesa inata.
Como animais filtradores, as ostras precisam de grandes volumes de agua para a sua
nutricdo e respiracdo. Consequentemente, estdo em contato continuo com abundantes
microrganismos do seu ambiente marinho, que incluem tanto patégenos quanto comensais
(Wang et al., 2018).



Surpreendentemente, em ostras saudaveis, muitos 6rgaos, incluindo a hemolinfa,
também sdo colonizados por uma microbiota natural. Entre outros, € composto por
espécies do género Vibrio, Pseudomonas, Flavobacterium, Cytophaga, Bacillus e
Micrococcus (Schmitt et al., 2011; Schmitt et al., 2012).

A homeostase é a manuten¢cdo de um estado estavel dentro do corpo em resposta a
um ambiente externo em mudanca. Sem homeostase, nenhuma forma de vida se poderia
adaptar ao seu ambiente. Portanto, manter esse equilibrio é essencial para que qualquer
organismo se mantenha saudavel e vivo. Como mencionado acima, o ambiente da ostra
esta sujeito a mudancas drasticas e rapidas. Portanto, as ostras devem ter um sistema
eficiente para manter a homeostase. A homeostase da ostra € mantida por meio de defesas
em camadas. A primeira linha de defesa é determinada por barreiras de protecéo fisica
gue previnem danos aos tecidos subjacentes e infe¢bes por microrganismos patogénicos.
As principais barreiras fisicas sdo a concha e o muco. No entanto, quando os patégenos
rompem essas barreiras protetoras, eles enfrentam a resposta imune da ostra. Para isso,
as ostras desenvolveram mecanismos complexos de reconhecimento e regulacdo imune
para discriminar microrganismos benéficos de patogénicos, controlar infecbes e manter a
homeostase (Schmitt et al., 2012).

As ostras, invertebrados marinhos, tém um sistema imunolégico que se assemelha ao
sistema imunolégico inato dos vertebrados. Nas ostras, tanto os hemdcitos (células
sanguineas circulantes) quanto os epitélios de superficie apresentam func¢des imunes,
expressando tanto recetores de ndo autorreconhecimento quanto efetores imunes
envolvidos no controlo da microflora residente/patogénica. As ostras possuem um sistema
circulatério semiaberto onde a hemolinfa flui, ndo apenas dentro de vasos, mas também
em lacunas entre os tecidos, circulando entre as células. A hemolinfa banha os 6rgéos
diretamente fornecendo oxigénio e nutrientes, e € composta de plasma fluido e hemacitos.
O sistema circulatorio contribui para a capacidade de hemdcitos migrarem em dire¢ao aos
tecidos conjuntivos. Eles migram por diapedese dos vasos sanguineos e lacunas para a
superficie do corpo, particularmente para os epitélios superficiais, como manto e branquias
(Wang et al., 2018).

Com as informacdes detalhadas do genoma acessiveis (Zhang et al., 2012), a ostra M.
gigas esta a tornar-se um modelo de invertebrado, ideal para investigar a complexa
interac@o entre hospedeiros e patdgenos (Han et al., 2021). Alguns genes imunoldgicos e
de defesa do hospedeiro relatados no genoma da ostra incluem, entre outros, lectina tipo

C, citocromo P450 (CYP450), ferritina, poliubiquitina, proteases, inibidores de proteases,



superédxido dismutase extracelular (ecSOD), proteina relacionada com fibrinogénio
(FREP), proteina transmembranar 173 (MITA), recetores semelhantes ao gene 1 induziveis
por acido retindico (tipo RIG-1) (RLRs), recetores semelhantes a Toll (TLRs), fatores de
necrose tumoral (TNFs) e proteinas de choque térmico (HSPs) (Zhao et al. 2012; Wei et al.
2017; Adzigbli et al., 2020).

1.5. Caracterizacao do parasita Amyloodinium ocellatum

A amiloodiniose (“marine velvet disease”, “coral fish disease”) € uma doenca parasitaria
cujo agente etioldgico € o dinoflagelado marinho Amyloodinium ocellatum (Brown, 1931;
Ramos & Oliveira, 2001; Picdn-Camacho et al., 2013; Ranjbar & Khoramian, 2019). Entre
as infecdes ectoparasitarias patogénicas que ocorrem em peixes cultivados e em aquarios
marinhos, a amiloodiniose parece ser um dos mais persistentes e dificeis de controlar,
causando extensa mortalidade em aquarios publicos e instala¢des de aquacultura (Brown,
1931; Paperna, 1984; Bower et al., 1987; Colorni, 1994; Cruz-Lacierda et. al., 2004; Noga
e Levy, 2006).

O A. ocellatum é um dinoflagelado eurialino que parasita uma ampla variedade de peixes
estuarinos e marinhos (Marques et al., 2019; Byadgi et al., 2021; Moreira et al., 2021). A
ampla tolerancia do A. ocellatum a condi¢cdes osmoticas variaveis, combinadas com a sua
vasta gama de hospedeiros, foram provavelmente importantes para facilitar o
estabelecimento de um sistema de cultura in vitro (Noga, 1989, Noga & Bower 1987).
Raramente causa epidemias naturais e neste sentido, o surto mais bem documentado foi
em peixes num lago interior hipersalino (Salton Sea) no leste da Califérnia, EUA (Kuperman
etal., 2001). Estudos genéticos recentes sugerem que isolados de A. ocellatum de diversas
origens geogréficas e de diferentes espécies de peixes sdo todos a mesma espécie (Levy
et al., 2007), mas este assunto tem gerado alguma controvérsia. A maioria, sendo todos,
0s peixes marinhos e de agua salobra s@o suscetiveis ao A. ocellatum se as condi¢des
ambientais forem favoraveis a sua reproducéo, temperatura entre os 23° e 0s 27° e
salinidade entre os 20 e 50 (Francis-Floyd & Floyd, 2011). Algumas espécies de peixes sao
naturalmente resistentes a infecdo, como Fundulus grandis, Anguilla rostrata e Poecilia
latipinna. As espécies resistentes sao geralmente aquelas que produzem muco espesso

ou podem tolerar baixos niveis de oxigénio (Noga, 2012).

1.5.1. Taxonomia do Amyloodinium ocellatum
A. ocellatum pertencente ao filo Myzozoa e é a Unica espécie pertencente ao género
Amyloodinium (classe Dinophyceae, ordem Blastodiniales, familia Oodiniaceae; Tabela 1).

Evidéncias mostram que o A. ocellatum tem uma especificidade de espécie hospedeira



muito baixa, sendo isolado de quatro Filos de organismos aquéticos: Chordata, Arthropoda,
Mollusca e Platyhelmintos (Byadgi et al., 2019).

Tabela 1: Taxonomia do parasita Amyloodinium ocellatum (WoRMS, 2021; Guiry & Guiry,
2020).

Taxonomia
Reino Chromista
Sub Reino Harosa
Infra Reino Alveolata
Filo Myzozoa
Sub Filo Dinozoa
Infra Filo Dinoflagellata
Classe Dinophyceae
Ordem Blastodiniales
Familia Oodiniaceae
Género Amyloodinium

Espécie Amyloodinium ocellatum

1.5.2. Ciclo de vida do parasita Amyloodinium ocellatum
O Amyloodinium é um parasita extracelular que também possui uma fase de vida livre.
Liga-se ao hospedeiro usando uma estrutura semelhante a uma raiz (rizoide) que penetra
profundamente no epitélio do hospedeiro, causando danos substanciais ao tecido no local
de fixac&o. E um parasita obrigatorio, e necessita de peixes para completar o seu ciclo de
vida e sobreviva por um periodo prolongado.

O A. ocellatum tem um ciclo de vida simples (Figura 5) (o que significa que nenhum
outro organismo além do peixe precisa estar presente para que o0 parasita complete seu
ciclo de vida) (Francis-Floyd & Floyd, 2011). O ciclo de vida consiste em 3 estagios (Cobb
et al., 1998; Moreira et al.,, 2017): 1) trofonte que se caracteriza por ser 0 estagio de
alimentac&o, com 20 a 100 pm de tamanho (Lom e Lawler, 1973; Landsberg et al., 1994;
Noga, 2010) que penetra nas células epiteliais por meio dos seus rizoides. Os trofontes
sdo esféricos/ovais, aumentam de tamanho e gradualmente destacam-se dos peixes
(Masson et al., 2013). 2) tomonte, fase de cisto, com 20 a 100 um de tamanho, quando
atinge a maturidade cai no substrato inferior e reproduz-se apés o trofonte se largar do

peixe; e 3) dindésporos, com 8-15um de tamanho, tém dois flagelos que usam para nadar
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ativamente, e que séo libertados apds a divisdo do tomonte, é o estagio infecioso que adere
as branquias e pele do hospedeiro e perde os seus flagelos para dar origem ao trofonte
(Pereiraetal., 2011; Saraiva etal., 2011; Pic6n-Camacho et al., 2013). Cada tomonte pode
produzir até 256 dindsporos, cada um dos quais tem o potencial de infetar um novo

hospedeiro e se desenvolver num trofonte (Landsberg et al., 1994).

Os tratamentos disponiveis para o combate ao A. ocellatum apenas atuam no estagio
da vida dinosporo, tanto o trofonte quanto o tomonte sdo resistentes. Assim, e como 0
tratamento é direcionado aos dindsporos, o tratamento deve ser repetido varias vezes ou

por um periodo prolongado para controlar a infe¢éo (Francis-Floyd & Floyd, 2011).

/_\Bv ; B ’_\
1 ‘ p— B .-G‘-
= . e C
BT
“ Substrato

100 pm
Substrato

_

Figura 5: Ciclo de vida do Amyloodinium ocellatum observado ao microscépio 6tico NIKON
ECLIPSE Ci H550S: A: Branquias de Dicentrarchus labrax infetadas com trofontes (40x);

100 pm

Substrato

100 pm

Substrato
./

B: Tomonte; C: 12 divisdo, 2 células; D: 22 divisdo, 4 células; E: 32 divisdo 8 células; F: 42
divisdo 16 células; G: 52 divisdo 32 células; H: 62 divisdo, 64 células; |: Dinésporos;

(ampliacao total de 100x) Barra de escala: 100um.

Paperna (1984) demonstrou que a 25 °C todos os tomontes se dividiram e produzem
dinésporos méveis, levando 2 a 3 dias para esporular em salinidades de 20, 30, 40 e 50

ppt. Masson et al. (2013) considerou 23 a 27 °C como a temperatura ideal para o
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desenvolvimento do A. ocellatum com base na sobrevivéncia e fecundidade do parasita.
Assim, em regifes mais temperadas existe infecdo apenas nos meses mais quentes, sendo
gue a reproducdo do parasita cessa entre os 15-17 °C (Kuperman et al., 2001; Francis-
Floyd & Floyd, 2011; Noga, 2012; Moreira et al., 2017).

1.5.3. Sinais clinicos
Os sinais clinicos de amiloodiniose incluem anorexia, dispneia, hiperplasia, inflamacéo,
hemorragia e necrose (Noga, 2010). A atividade alimentar e o desprendimento de grande
numero de trofontes geram mortalidades elevadas como consequéncia do desequilibrio
osmorregulatério e de infecdes bacterianas secundarias (Noga, 2012). Os sintomas, no
entanto, ndo ocorrem, normalmente, até que infe¢cbes graves sejam estabelecidas e a
mortalidade seja iminente. Como resultado, os tratamentos geralmente sdo pouco

eficientes (Masson et al., 2013; Picdn-Camacho et al., 2013).

As branquias sdo geralmente o local principal de infestagdo (Figura 6), mas grandes
infestacBes também podem envolver a pele, barbatanas e olhos. A pele fortemente infetada
pode ter uma aparéncia empoeirada, dai, a doencga as vezes ser chamada de ‘doenca de
veludo vermelho’, mas este é um achado incomum e os peixes muitas vezes morrem sem
lesBes cutaneas visiveis. InfecBes leves (por exemplo, um ou dois trofontes por filamento
branquial) causam pouca patologia. No entanto, infe¢cdes graves (até 200 trofontes por
filamento branquial) causam hiperplasia branquial grave, inflamacé&o, hemorragia e necrose
(Byadgi et al., 2019). Um anico dinésporo pode-se alimentar de multiplas células epiteliais
simultaneamente (Paperna, 1980; Noga, 1987). A morte é geralmente atribuida a anoxia e
pode ocorrer em 12 horas com uma infecdo especialmente forte (Beraldo et al., 2021). Em
contraste, a mortalidade aguda as vezes esta associada a infe¢cdes aparentemente leves,
sugerindo que a hipoxia pode ndo ser sempre a causa da morte. O comprometimento
osmorregulatério e infe¢des microbianas secundarias devido a dano epitelial grave também

podem ser uma causa importante de debilitacdo e morte (Noga, 2012; Byadgi et al., 2019).
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Figura 6: Branquias de peixe infetadas com Amyloodinium ocellatum. Crédito: Paola
Beraldo in Beraldo et al., (2021).

1.5.4. Transmissibilidade

O A. ocellatum é transmitido através do contato direto com dindsporos vivos. Assim, a
infecdo pode ser disseminada por meio de agua contaminada com dinGsporos vivos
(Roberts-Thompson et al., 2006). Também € provavel que o parasita seja transmitido por
objetos ou operadores (redes, maos, sapatos, equipamentos, etc.) que entraram em
contato com 4gua contaminada. Os peixes mortos também podem ser um reservatorio para
A. ocellatum, pois os trofontes podem cair no sedimento e dividir-se para formar tomontes,
ou podem mesmo dividir-se nos peixes mortos. Por este motivo, € aconselhavel remover
0s peixes mortos o0 mais rapido possivel do sistema. Se possivel, o fundo do tanque
também deve ser rotineiramente sifonado para remover tomontes, ajudando a reduzir o
numero de dindsporos potencialmente infeciosos. No caso de serem tanques de terra onde
a prevaléncia desta doenga € mais frequente este procedimento ndo é possivel. Minimizar
0 movimento de parasitas nas instala¢cbes de cultura é um elemento-chave de saude

preventiva, como enxaguar 0s pés, redes e separacdo fisica sao formas de evitar o
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movimento desses minuUsculos estagios infeciosos e parasitarios para areas onde existem

peixes nédo infetados (Francis-Floyd & Floyd, 2011).

1.5.5. Diagnostico

Os métodos de diagnostico atuais baseiam-se principalmente na identificacdo
microscopica de tecidos infetados (branquias e pele) (Noga, 2010, 2012). Os peixes devem
ser examinados enquanto ainda vivos ou imediatamente apds a morte, pois 0s parasitas
soltam-se, frequentemente, logo apds a morte do hospedeiro. E importante obter um
diagnostico preciso para uma estimativa da gravidade da infestacdo. A olho nu, os
parasitas sdo melhor observados usando iluminacao indireta, como uma lanterna em cima
dos peixes numa sala escura. A observacao de peixes contra um fundo escuro também
ajuda. Embora o diagndstico presuntivo de infecdo possa as vezes ser feita a partir da
clinica geral, a identificacdo microscopica de trofontes ou tomontes é necesséria para o
diagnéstico definitivo. Levantar o opérculo permite examinar as branquias. Os trofontes
podem ser removidos escovando suavemente ou raspando a pele ou branquias, seguido
por exame microscopico do sedimento. A observac¢do de manchas na pele ou corar o tecido
branquial com iodo de lugol diluido também ajuda a diagnosticar os parasitas, uma vez que

o0 iodo reage com os parasitas que contém amido (Noga, 2012; Bessat & Fadel, 2018).

Embora dispendioso, pode ser util recorrer ao diagndstico através da técnica de PCR
(reacdo em cadeia de polimerase) para a detecdo de concentragbes mais baixas de
parasita e para a confirmacgéo de que patdgeno esta a infetar o hospedeiro. Esta técnica
pode ainda ser considerada como um método de monitorizacdo e controlo de doencas
(Canier et al., 2020; Rios-Catro et al., 2022; Sueiro et al., 2022).

Em Portugal, a doenga foi diagnosticada pela primeira vez em 1994 em dourada
(Sparus aurata) criada em aquacultura (Menezes, 1994) e posteriormente em populacdes
naturais de robalo (Dicentrarchus labrax) da lagoa costeira de Obidos e do estuario do
Sado (Menezes, 2000; Ramos & Oliveira, 2001). Desde o inicio de 2000 tem sido detetado
todos os anos em exploracdes piscicolas portuguesas, causando elevada mortalidade em

douradas, robalos e, mais recentemente, no pregado (Psetta maxima) (Soares et al., 2012).

1.5.6. Tratamento e prevencao
Em geral, o tratamento envolve matar os dindsporos que nadam livremente antes que
eles possam agarrar-se a um novo peixe hospedeiro ou remover/matar os trofontes dos
peixes, quebrando assim o ciclo de vida (Bessat & Fadel, 2018). Devido ao facto de o

parasita possuir um ciclo de vida composto por varios estagios, varios tratamentos ou
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tratamentos prolongados (> 10 a 14 dias) serdo necessarios para controlar completamente
um surto de A. ocellatum. Compreender o momento do ciclo de vida é essencial para saber
guando devem ser repetidos os tratamentos necessarios (Bessat & Fadel, 2018). As
condi¢cBes ambientais afetam a velocidade com que o parasita completa o seu ciclo de vida
e o periodo em que os dindsporos sdo infetantes. Em condigdes ideais, A. ocellatum devera
completar o seu ciclo de vida em 12 dias ou menos. Os trofontes permanecem presos aos
peixes por 2 a 5 dias, embora alguns individuos possam desprender-se em 24 horas. Com
estes pardmetros em mente, parece prudente repetir o tratamento medicamentoso
diariamente, a menos que se use um composto que permaneca continuamente ativo
durante todo o periodo de tratamento. Os tratamentos para peixes destinados ao consumo
humano sdo muito mais restritos do que aqueles para peixes de aquario ou de exibicao,
devendo ter-se especial atencdo as quantidades e ao quimico que se usa nos tratamentos
(Francis-Floyd & Floyd, 2011).

O A.ocellatum n&do é muito suscetivel a tratamentos farmacoldgicos, no entanto, sabe-
se que o estagio do dinésporo é inativado pelo tratamento de agua doce (Nozzi et al.,
2016). Um curto banho de dgua doce de até 5 minutos desaloja a maioria, mas nado todos
os trofontes (Landsberg et al., 1994; Abreu et al., 2005; Noga, 2012). Alguns métodos que
permitem controlar os surtos de A. ocellatum incluem o uso de tratamentos de banho
qguimico, como sulfato de cobre, formalina, difosfato de cloroquina e peréxido de hidrogénio
(Paperna, 1984; Noga e Levy, 2006; Bessat & Fadel, 2018), mas afetam apenas o estagio
de dinésporos (Paperna, 1984). Outros tratamentos possiveis tais como: 0zono,
esterilizagao por ultravioleta (UV) e o uso experimental de agentes de controlo bioldgico,
como bodides, guppies ou camardes de salmoura (Bower et al., 1987; Oestmann & Lewis,
1995). Na aquacultura em escala comercial, tratamentos de banho quimico sdo os
tratamentos mais viaveis, mas normalmente apenas reduzem a gravidade das infecbes,
sendo necessarios tratamentos repetidos ou de longo prazo (Picon-Camacho et al., 2013).
O sulfato de cobre foi recomendado para o tratamento de infe¢cdes por A. ocellatum em

aquarios marinhos (Woo, 2007).

No regulamento (EU) N°37/2010 da Comissdo Europeia de 22 de dezembro de 2009
com a ultima redagéo a 06.05.2021 relativo a substéncias farmacologicamente ativas e
respetiva classificagdo no que respeita aos limites maximos de residuos nos alimentos de
origem animal, podemos verificar que para o sulfato de cobre n&o é exigido limite maximo

de residuos (LMR) para todas as espécies destinadas a producéo de alimentos.
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Em Paix&o et al., (2013), no estudo feito sobre os efeitos do tratamento de sulfato de
cobre em juvenis de Hemigrammus sp. verificou-se que em banhos de 24h com uma
solucdo de sulfato de cobre na concentracdo de 0,3 mg/L por 3 dias, o tratamento tinha
uma eficacia de 100% contra os parasitas, mas, porém, era toxico para os peixes existindo

uma mortalidade de 66,6%.

Por outro lado, no estudo de Owatari et al., (2020) foi testado um tratamento de sulfato
de cobre a uma concentracdo de 0,2mg/L por 10 dias em Sardinella brasiliensis e no fim
do periodo de tratamento os peixes ndo apresentavam sinais clinicos ou presenca do
parasita A. ocellatum, verificando-se assim a eficacia do tratamento, sem causar danos nos

peixes.

Muitos outros agentes mostraram sucesso limitado ou nenhum sucesso contra a
amiloodiniose, e estes incluem clorotetraciclina, tetraciclina, aureomicina, nitrofurazona,
nifurpirinol, acriflavina, verde malaquita, simazina, endothall ou diuron (Paperna, 1984).
Além disso, é importante perceber que mesmo os tratamentos que mostraram eficacia nem
sempre sdo aprovados para uso na alimentacéo de peixes e 0s que sdo aprovados variam

consideravelmente de um pais para outro (Noga, 2012).

Bower et al., (1987) descobriu que o difosfato de cloroquina antimalérico € muito seguro
e eficaz no tratamento da amiloodiniose. A cloroquina ndo tem efeito sobre a divisdo do
tomonte, mas mata os dindsporos imediatamente ap0s sua excisdo. Esta concentracao
nao é téxica para os peixes, mas é altamente téxico para micro e macroalgas e para varios
invertebrados e, portanto, ndo € recomendado usar em aquérios de exposi¢ao, pelo menos
como uma formulacéo a base de 4gua. Apesar da sua efic4cia, a cloroquina € muito cara

e nao esta legalmente aprovada para uso em peixes (Johnson, 1984; Noga, 2012).

O envelhecimento da &gua além do tempo de sobrevivéncia dos dinésporos e a
guarentena de novos peixes por pelo menos 20 dias sdo medidas adicionais que podem
reduzir, mas néo eliminar, o risco de introducéo do parasita. Os dinésporos permanecem
infeciosos por pelo menos 6 dias a 26 °C (Bower et al., 1987) e deve-se dar tempo para

que todos os tomontes esporulem (Noga, 2012; Bessat & Fadel, 2018).

A luz ultravioleta (UV) é um componente importante dos protocolos de desinfecéo e
saneamento em muitas instalagfes de aquacultura e aquéarios publicos. O ozono (03), é
uma molécula instavel que oxida material organico indiscriminadamente. E usado para
desinfetar e higienizar a agua do aquario e é usado em instalacbes de aquacultura para

minimizar o nimero de particulas infeciosas (parasitarias, bacterianas, fungicas, etc.) na
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agua que podem representar um risco para os peixes de cultura (Francis-Floyd & Floyd,
2011). Assim tanto o UV como o ozono podem ser usadas como medidas preventivas num

sistema contra o A. ocellatum.
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2. Objetivos

Esta dissertagdo procura perceber se, as ostras da espécie Magallana gigas,
comumente produzidas nos mesmos tanques de peixes, quando cultivados em IMTA,
podem ser usadas como um filtro natural cessando o desenvolvimento do parasita ou se
por outro lado podem atuar como vetor de propaga¢do do mesmo, sendo um perigo ainda
maior para as exploragbes de aquacultura que tendem, cada vez mais, a apostar em
policultivos.

Os objetivos deste trabalho séo:

e Perceber se as ostras removem os dinésporos da agua;

e Perceber se os dindsporos afetam o epitélio branquial e o trato intestinal das
ostras;

e Perceber se as ostras sdo afetadas imunologicamente na presenca do parasita,;

e Perceber se ao longo dos dias os dindsporos filtrados completam o seu ciclo de
vida na ostra;

e Perceber se os peixes podem ser infetados pelo parasita quando na presenca

de ostras apos estas filtrarem os dindsporos;

Para isto sera realizado um ensaio de infecdo onde serdo recolhidas amostras para
analise histologica, com o objetivo de perceber se os dindsporos afetam o epitélio branquial
e o trato digestivo das ostras, serdo recolhidas amostras para andlise de expressédo
genética a nivel imunitario, percebendo se as ostras sofrem imunologicamente com a
presenca do parasita A. ocellatum, através da avaliacao de parametros de resposta imune
na hemolinfa das ostras pode-se relacionar com os dados obtidos na expresséo de genes.
Far-se-a4 também por PCR a confirmac@o de que o parasita esteve nos tecidos da ostra
durante o ensaio.

Posteriormente é realizado um ensaio de viabilidade dos dindsporos de A. ocellatum

filtrados pelas ostras onde se verificara se estas infetam peixes novamente ou nao.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Local do estudo

O presente estudo foi desenvolvido na Estacéo Piloto de Piscicultura de Olhdo (EPPO)
do Instituto Portugués do Mar e Atmosfera (IPMA - Av. do Parque Natural da Ria Formosa.
Localizada no distrito de Faro. As ostras da espécie M. gigas foram recolhidas em tanques
de cultivo da EPPO, para a realizacdo dos ensaios (pré ensaio — afinacdo de técnicas de
infec@o de ostras; ensaio de infecdo das ostras com dindésporos de A. ocellatum; ensaio de
viabilidade dos dindsporos de A. ocellatum apos filtragdo pelas ostras). Para o ensaio da
viabilidade dos din6sporos de A. ocellatum apds filtragdo pelas ostras usaram-se individuos
da espécie Sparus aurata, douradas, de tanques de cultivo internos da EPPO. As analises
laboratoriais de expressédo de genes e confirmacdo por PCR foram realizadas na EPPO.

As analises laboratoriais respetivas a resposta imune das ostras foram realizadas no

Edificio CeteMares, Politécnico de Leiria, localizado em Peniche no distrito de Leiria.

3.2. Recolha e manutencéo do parasita Amyloodinium ocellatum

Foram obtidos tomontes de A. ocellatum a partir de um sistema de infecdo existente,
para o efeito, no laboratério de patologia da EPPO (Moreira et al., 2018).

A recolha do parasita a partir de peixes infetados foi efetuada colocando os peixes
provenientes do tanque de infecdo num balde com 4gua doce durante 1 a 2 minutos, para
gue os trofontes se possam libertar do(s) peixe(s). De seguida foi feito um banho de 4gua
salobra em que se adicionou a mesma quantidade de agua doce e agua salgada, durante

10 minutos. No final dos 10 minutos o(s) peixe(s) foram devolvido(s) ao tanque inicial.

A agua que ficou no balde foi filtrada por dois crivos, primeiro de 125um e depois de
55um onde ficaram retidos os tomontes. O crivo de 55 um foi colocado num gobelet virado
ao contrario, de forma que se consiga retirar o que ficou retido na malha. Para limpar o
filtro, usou-se um esguicho de dgua salgada estéril. O contelido da lavagem é colocado em
tubos falcon de 50ml. Caso o volume exceda os 50ml, a separacdo dos tomontes é feita
por decantacdo, em que, ap0s 0 assentamento dos tomontes o excesso de agua é
removido. De seguida foi feita uma observacao ao microscépio 6tico (NIKON ECLIPSE Ci
H550S), de 1ml de cada falcon (em triplicado) e procedeu-se a contagem dos tomontes. O
calculo da concentracdo de tomontes foi feito usando a média de todas as contagens e

multiplicando pelo volume total do tubo falcon. Para garantir uma distribuicdo homogénea
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dos tomontes, antes de cada contagem é realizada uma homogeneizacgéo, por inversao,
do contetdo dos tubos. As contagens foram efetuadas numa camara de SEDGEWICK-
RAFTER CELL S50. Com as contagens obtidas estima-se a quantidade média de tomontes

de A. ocellatum no sistema, sabendo-se assim o grau de infe¢cdo do mesmo.

O protocolo de recolha foi efetuado uma a duas vezes por semana dependendo do
nivel de infecdo do sistema, mas, tem de ser realizado com uma frequéncia semanal visto

que o ciclo de vida completo do parasita demora cerca de 4 a 5 dias.

Os tubos falcon com os tomontes ja contados séo identificados com o dia da recolha e
a quantidade por ml, e é adicionado uma mistura de antibiéticos Penicilina e Estreptomicina
(Sigma Aldrich) numa concentracdo de 100ppm, antes de serem armazenados num

frigorifico a 4°C, para abrandar o desenvolvimento dos tomontes.

3.3. Pré ensaio- Afinacdo de técnicas de infecdo de ostras

Para se proceder ao ensaio com ostras e fazer um mais correto delineamento
experimental, foi necesséario efetuar um pré-ensaio, quer para determinar o alimento a
administrar as ostras, tempo para producéo de fezes e aferir o método de identificacéo e

contagem de tomontes/dinésporos de A. ocellatum.

Foram utilizadas diferentes quantidades de dindsporos para diferentes ostras para
perceber se nos resultados existiriam diferencas entre um grupo infetado com mais

guantidade comparado com um grupo infetado com menos quantidade.

Assim, para o efeito, foram recolhidas 6 ostras da espécie Magallana gigas de um
tanque de terra com producdo em IMTA, com um peso médio de 213 £ 49 g. Estas foram
depuradas durante 4 dias, a uma temperatura média de 20,8 + 0,4°C, oxigénio dissolvido
de 7,58 £ 0,94 mg/L e salinidade de 36, num sistema aberto com o objetivo de eliminar o
contetdo do trato digestivo. A 4gua que entra no sistema passa por um sistema de filtros
de areia e por um filtro de cartucho de malha de 0,1mm. As ostras foram numeradas de 1
a 6 e dispostas como se pode ver na Figura 7. Considerou-se a ostra 1 como controlo

negativo, ou seja, sem infe¢cdo com o parasita A. ocellatum.

A ostra 1 ndo foi infetada visto que esta era o controlo negativo, no entanto, foi
alimentada diariamente com microalga Isochrysis galbana e feita uma observacao das
fezes e da 4gua, semanalmente, para verificacdo da auséncia de A. ocellatum. Esta foi

mantida durante a totalidade dos pré ensaios, 4 semanas.
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Figura 7: Figura representativa da disposicao das ostras da espécie Magallana gigas no

pré ensaio. Afinacdo de técnicas de infecdo de ostras.

Na figura 8 esta representado um resumo do desenho experimental das ostras da
espécie M. gigas utilizadas no pré ensaio com as respetivas quantidades adicionadas de

microalgas e de dindsporos do parasita A. ocellatum.
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Figura 8: Esquema do desenho experimental do pré ensaio com ostras (Magallana gigas)

para afinagcdo de técnicas de infecdo com Amyloodinium ocellatum.

Colocou-se a ostra 6 num gobelet com 2L de agua salgada limpa, alimentou-se com
50ml de alga Tetraselmis rubens (microalga disponivel na EPPO). O objetivo desta
alimentacéo foi verificar o tempo de filtracdo do alimento e o tempo necessério até a
producao de fezes. Depois de se ter iniciado a alimentacdo, observou-se a ostra, de hora
a hora. Fez-se uma recolha das fezes para observacdo ao microscopio 6tico (NIKON
ECLIPSE Ci H550S).

Apbs 4 dias, a ostra 6 foi infetada com uma concentracdo de 1833 dindsporos/L de A.
ocellatum, resultantes de tomontes previamente incubados, sem adicdo de microalga. O

numero de dinésporos foi contabilizado a partir da quantidade de tomontes inicial.

A determinagdo do niumero de tomontes foi efetuada de acordo com o procedimento

descrito em cima.

Uma semana apoés a infecdo da ostra 6, foram recolhidas as fezes, o sedimento
(particulas e fezes que vao assentando no fundo do gobelet) e Agua para andlise. Estas
amostras foram observadas ao microscépio 6tico (NIKON ECLIPSE Ci H550S), para
verificar a existéncia de A. ocellatum. As fezes recolhidas foram colocadas em tubos falcon
de 15ml e reservadas num suporte a temperatura ambiente (23°C). Posteriormente, as

fezes foram incubadas, numa placa de 96 pocos de fundo plano, colocando-se 200pl de

22



fezes em cada poco, em triplicado, a temperatura ambiente (23°C) e avaliadas ao fim de 3
dias (Figura 11). As ostras restantes (1 a 5) foram reservadas e alimentadas para testes

posteriores.

Os ensaios com as diferentes ostras ndo foram realizados todos ao mesmo tempo
porque dependiam de existir parasita que pudesse ser usado para infetar as ostras e de

microalgas diferentes para poder testar a que mais se adequaria a este trabalho.

As ostras 4 e 5 foram infetadas na semana seguinte a recolha das fezes da ostra 6,
com uma concentracao de 15 000 e 154 000 dindsporos/L de A. ocellatum, respetivamente,
previamente incubados, e alimentadas com 50ml da microalga |. galbana (microalga
disponivel na EPPO), de concentracdo 6,49x10°cel/ml. Foram feitas as mesmas
observacdes relativamente aos intervalos de tempo de alimentacdo e aparecimento das
fezes. As fezes recolhidas ao longo do tempo foram observadas ao microscépio 6ético
(Leica ICC50W). As fezes foram incubadas numa placa de 96 pocos de fundo plano,
colocando-se 100pl de fezes e 100 pl de 4gua salgada estéril (diluicdo de 50%) em cada

poco em triplicado, a temperatura ambiente (23°C) e avaliadas ao fim de 3 dias.

As ostras 2 e 3 foram infetadas na semana seguinte a das ostras 4 e 5, com cerca de
22 000 din6sporos de A. ocellatum, previamente incubados, e alimentadas com 50ml da
microalga Phaeodactylum tricornutum (microalga disponivel na EPPO). Foram feitas
observacdes idénticas as feitas nas ostras 6, 5 e 4 relativas aos intervalos de tempo de
alimentacdo e aparecimento das fezes. As fezes recolhidas ao longo do tempo foram
observadas ao microscopio 6tico (Leica ICC50W). Com estas fezes foi testado um
protocolo de lavagem onde se fizeram 2 lavagens por centrifugacdo, numa centrifuga
refrigerada (Hermle Z 383K), por 10 minutos a 150 x g, descartando o sobrenadante entre
lavagens e resuspendendo a amostra em agua salgada estéril. De seguida retiraram-se
2ml de amostra e colocaram-se 2ml de agua salgada estéril em tubos falcon de 15ml,
centrifugou-se por 10 minutos a 180 x g, repetindo 3 vezes este procedimento, adicionando
15ml de 4gua salgada estéril e descartando o sobrenadante entre repetices. Com as fezes
ja lavadas foram feitas incubacdes de diferentes concentragées (50%, 25%, 12,5% e 10%)
numa placa de fundo plano de 46 pocos em triplicado a temperatura ambiente (23°C), e

avaliadas ao longo de 7 dias.

Todas as ostras foram mantidas a uma salinidade de 36, oxigénio dissolvido >6 mg/L
e temperatura de 22,6 + 0,9°C.
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3.4. Ensaio de infecdo das ostras com dinésporos de Amyloodinium ocellatum

Foram recolhidas 144 ostras (média 388,3 + 81,2 g de peso) da espécie M. gigas do
tanque de terra 5 das instalagbes da EPPO. Estas foram depuradas em dois tanques
retangulares de 300L durante 7 dias com uma temperatura média de 14,6 + 0,4°C, oxigénio
dissolvido de 7,7 £ 0,2 mg/L, taxa de renovacgéo de 415L/h, representando uma renovagao
de 138% de agua e salinidade 38. Estes parametros foram medidos utilizando uma sonda
multiparamétrica B&G SINERGIA®.

As ostras foram distribuidas por 6 tanques, com um total de 24 ostras em cada um dos
tangues com um volume de 20L de 4gua salgada, num sistema fechado, a 20,8 + 0,3°C de
temperatura média, oxigénio dissolvido de 9,3 + 3,2 mg/L, e salinidade 38. Estes
parametros foram medidos diariamente a mesma hora, utilizando uma sonda
multiparamétrica da SINERGIA®. De seguida estas foram divididas em 2 grupos (Figuras
9 e 10), ambos o0s grupos ao longo dos dias do ensaio foram alimentados com um mix de
microalgas, P. tricornutum (concentracdo 8,89x10°cel/ml) e Skeletonema costatum
(concentragdo 5,23x10* cel/ml), a excecdo do primeiro dia de ensaio onde o grupo dos
infetados foi alimentado com o mix de microalgas e com 1000 dinésporos/ml. Ambos os

grupos tinham triplicados. A alimentacao foi feita diariamente & mesma hora.

| |
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Figura 9: Figura representativa da disposi¢do dos tanques do ensaio.
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Momentos de amostragem:

e Amostragem inicial, foram amostradas 5 ostras do grupo controlo e 5 ostras do
grupo infetado, recolheu-se hemolinfa para analise de parametros de resposta
imune;

¢ 3h apés a infecdo, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras do
grupo infetado, recolheram-se amostras de branquias e glandula digestiva, para
andlise histolégica, expressdo genética e para confirmacdo da infecdo por A.
ocellatum por PCR;

e 24 horas ap6s a infecéo, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras
do grupo infetado, recolheram-se amostras de branquias e glandula digestiva
para expressao genética de resposta imune;

e 96h apds infecdo, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras do
grupo infetado, recolheram-se amostras de branquias e glandula digestiva para
analise histoldgica, e foram amostradas 10 ostras do grupo controlo e 10 ostras
do grupo infetado, recolheu-se hemolinfa para andlise de pardmetros de
resposta imune;

e Apés 7 dias de infecéo, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras
do grupo infetado, recolheram-se amostras de branquias e glandula digestiva

para andlise histologica e para expressao genética,

Para recolher a hemolinfa das ostras, estas foram previamente anestesiadas de acordo
com o protocolo de anestesia de Suquet et al., 2009 (Anexo A). A concentragéo da solugéo
de MgCl, é de 50g/L. Foi verificada a salinidade da solu¢do anestésica preparada e
ajustada para 37+1. De seguida introduziram-se as ostras na agua com anestésico durante
16h. Ao fim desse tempo, cuidadosamente, usando uma agulha de 0,6*25mm (Henke Sass
Wolf, Fine-Ject 23G*1) recolheu-se do musculo adutor 0,5ml a 1ml de hemolinfa, de cada
ostra. Colocou-se a hemolinfa em microtubos eppendorf previamente identificados. Apds
serem realizados os procedimentos, as ostras foram colocadas em agua salgada. As

amostras de hemolinfa foram mantidas na arca a -80 °C, até a realizacdo das analises.

25



Controlos I Infetados
i ' T ——

Figura 10: Esquema representativo da disposicao dos tanques do ensaio.

Apbs 3h de infecdo, as ostras do grupo infetado foram retiradas da Agua onde estavam,
passadas por agua doce e esfregadas com uma escova para eliminar sujidades agarradas
a concha e colocadas numa agua limpa. Apdés as ostras terem passado para a agua limpa
foi feita uma recolha das fezes de cada triplicado de cada grupo ao fim de 3h apds o inicio
do ensaio. Fez-se uma recolha de 24h em 24h até ao fim do ensaio, ao décimo dia. As
fezes foram incubadas em placas de 96 pocos de fundo plano, em triplicado, a temperatura
ambiente (23°C), com exposi¢ao a luz do laboratério, colocando-se 20ul de fezes e 180

de &gua salgada estéril (diluicdo de 10%) e avaliadas ao longo de 7 dias (Figura 11).

Figura 11: Figura representativa de uma placa de 96 pocos de fundo plano com fezes
incubadas de Magallana gigas.
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Afigura 12 representa o desenho experimental resumo do ensaio de infegéo das ostras

M. gigas com dindsporos de A. ocellatum.
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Figura 12: Desenho experimental do ensaio de infecdo das ostras Magallana gigas com din6sporos de Amyloodinium ocellatum.
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3.4.1 Andlise Histologica
Todas as amostras de branquias e glandula digestiva das ostras, para analise
histoldgica, foram fixadas com solucdo de Davidson (Shaw & Battle, 1957; Herbst et al.,
2016) (Anexo B), durante 48h e de seguida foram colocadas em etanol a 70%, até ao

processamento das amostras.

Para o processamento das amostras seguiu-se o protocolo descrito por (Martoja &
Martoja-Pearson, 1970). Brevemente, os tecidos passaram por um processo de
desidratacdo, com o objetivo de substituir a 4gua existente nos tecidos por um meio de
impregnacgédo (parafina liquida). O solvente utilizado nesta fase foi o xilol. Finalmente foi
feita a impregnacdo em parafina. Recorreu-se a um processador de tecidos (Model Citadel
2000, Thermo Scientific, Nanjing, China) para obter as laminas a partir dos blocos de
parafina, seccionando-os em cortes finos (4 um de espessura) com um micrétomo (Model
Jung RM 2035, Leica Instruments mb, etzlar, Alemanha). Os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina (Anexo C) e montadas com DPX (Merck). Antes da observacéo ao

microscépio (Trinocular Axio Lab.Al da ZEISS), as laminas foram cuidadosamente limpas.

As branquias foram classificadas de duas formas, de acordo com Dos Reis et al.,
(2020): relativamente a que tipo de lesdo que exibiam e a intensidade da les@o no tecido
observado. Relativamente ao tipo de lesdo considerou-se: hiperplasia epitelial, hipertrofia
epitelial, rutura do epitélio, inflamacdo de hemdcitos, e necrose. Relativamente a

intensidade das lesdes foram classificadas da seguinte forma:

* O representa que néo ha lesdes na amostra (0%);

+ 1 representa lesdes suaves/discretas encontradas na amostra (20%);

+ 2 representa les6es visiveis encontradas na amostra (40%);

» 3representa presenca de lesdes evidentes na amostra (60%);

* 4 representa presenca de lesdes muito evidentes na amostra (80%);

* 5 representa presenca de lesbes extramente evidentes na amostra
(200%);

Para a glandula digestiva fez-se também a classificagdo das duas formas como nas
branquias de acordo com Reis et al., (2020). Relativamente ao tipo de lesdo considerou-
se: hemdcitos (infiltrac@o/diapedese), enterite (inflamacéo nos tecidos interiores), fuséo
lamelar (fusao das células do lumen, regressao tubular (perda da aparéncia dos tabulos) e
necrose. Relativamente a intensidade das lesdes foram classificadas com 0s mesmos

critérios que nas branquias.
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A partir das imagens histolégicas das glandulas digestivas das ostras foram
selecionadas 3 sec¢des de limen, e em cada secao foram selecionadas 50 zonas do
lGmen. Para determinar a area (um?), perimetro (um) dos lumens observados foi utilizando
o programa ImageJ (Version 1.53K, US National Institutes of Health). A circularidade é
calculada usando a férmula 4n*(area/perimetro*2), de 0 a 1, sendo 1 um circulo perfeito.
Estes procedimentos estdo de acordo com Carella et al., (2015). Para cada imagem

selecionada, realizou-se a média dos valores recolhidos de cada parametro (Figura 13).

Area Média
1 887.000 209.608
2 671.000 211.522
3 668.000 207.006
4 661.000 211.298
689.000 210.877
50  1201.000 214.980

Figura 13: Esquema representativo do tratamento das imagens histoldgicas de glandulas
digestivas de ostras Magallana gigas, na obtencdo das medicGes de area e perimetro,

utilizando o programa ImageJ (Version 1.53K, US National Institutes of Health).

3.4.2 Avaliacdo da expressao genética

A extracdo de RNA (acido ribonucleico) total foi realizada utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen), seguindo-se o protocolo indicado pelo fornecedor (Anexo D). Deste modo,
colocou-se 200mg de tecido, brénquias e glandula digestiva separadamente, num
microtubo eppendorf juntamente com 1ml de Trizol e homogeneizou-se num TissueLyzer
Il da QIAGEN durante 40 segundos a uma frequéncia de 30 rota¢des/segundo. Incubou-
se durante 5min a temperatura ambiente. Adicionou-se 0,2ml de cloroférmio e incubou-se
durante 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se (Hermle Z 383K), durante 15min
a 12.000 x g a 4 °C. Transferiu-se o sobrenadante para um novo microtubo eppendorf e
adicionou-se 0,5ml de isopropanol (VWR). Incubou-se durante 10min a temperatura
ambiente e de seguida centrifugou-se, (Hermle Z 383K) durante 10min a 12.000 x g a 4
°C. Descartou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet num mililitro de etanol a 75%.
Agitou-se a amostra brevemente e centrifugou-se, novamente, durante 5min a 7.500 x g a
4 °C. Descartou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet durante 10min a temperatura

ambiente. Por fim, ressuspendeu-se em 50uL agua milli-Q. Apds o processo de extracéo
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faz-se a quantificacdo da concentragdo de RNA existente por espetrofotometria (DeNovix
DS-11 FX) (Anexo F, Tabela 1).

De seguida, fez-se a sintese de cDNA utilizando o kit de extracdo de RNA (Thermo
Scientific). Foi feito um tratamento com DNase, em microtubos eppendorfs de 0,2ml,
colocou-se 1ug de RNA, e perfez-se o volume até 8 pl com agua H2O ultrapura, 1 pl de
buffer e 1 pl de Dnase (Qiagen), sendo o volume final de 10 pl. A reacéo foi colocada num
termociclador (Biometra® Personal Cycler) durante 30min a 37 °C. Depois adiciona-se 1 pl
de STOP solution na amostra, para inativar a DNase | e coloca-se por 10min a 65 °C.
Prossegue-se com a sintese de cDNA a qual se adiciona 1 pl de Oligo dT (Eurofins) (50uM)
e 1 yl dNTPs (NZytech) (10mM, cada) seguindo-se de 5min a 65 °C. Em seguida, coloca-
se 4 ul de 5x 1st strand buffer (invitrogen), 2 ul de DTT (Ditiotreitol) (Invitrogen) (0,1M) e 1
pl RNase inhibitor (invitrogen) e coloca-se por 2min a 37 °C, por fim coloca-se 1 ul de

MMLV-RT (Transcriptase reversa) (invitrogen) e coloca-se 50min a 37 °C seguindo de

15min a 70 °C, para inativar a enzima.

Na tabela 2, sdo apresentados os primers usados nas analises de expressao genética,

com vista a analise de parametros de resposta imune das ostras.

Tabela 2: Lista de primers usados para as analises de expressao genética em ostras da

espécie Magallana gigas.

Nome do Eficiéncia Sequéncia 5’- 3’ GenBank Referéncia
Gene (%) F: Sequéncia Forward (5'-3’) Accession

R: Sequéncia Reverse (5'-3') number
B -actin 119,49 F: ATTGGATCTCGCTGGACG AF026063. Duetal,

R: GTTGCCCTGGACTTCG 1 2013
Elongation 99,71 F: GGAGGTATTGGAACAGTGCC  AB122066. Wang et
factor 1 R: CACCACGAATCTCTCCCAG 1 al., 2010
CgDNMT3- * F: CACAGAGAGTTTTCCTTGC XM_01143  Zhao et al.,
RT R: GACATTCCCTCTCAAGC 7317 2021
EcSOD * F: CGGTTTTGTGTCTGCCA DQ010420 Gonzalez

R: GGCAACCTCCACCATAGGG etal., 2005
Cytochrom ** F: GTCATCAACCACTGGGC 105348415 Toledo-
eP40(CYP3 R: CTTCCCTTCTCAGCCG Silva et al.,
56A1) 2008
CgHem *x F: GACGATTGGCTTGTGGAG BQ426796. Gagnaire et
017-F-17 R: ATTGTCCTCTTGTTTTCTCACT 1 al., 2007
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CgHem *x F: TGTCAGTGGAACCCCGAGTA BQ427105. Gagnaire et

027-D-20 R: CACGATTCACCATTGCCG 1 al., 2007

CgBTG1 *x F: GCTGTAGACTTCCTCGCAAAC NM_00130 Liuetal.,
R: CCAAACAAAGGCAGCGGC 8892.1 2017

RLR (RIG- *x AAGCATCCATACAATCAAATAAT KY630188. Zhang et

I-like GTTGGAGTCGGTAAGGCG 1 al., 2014

receptor)

TNF * GGTTCTGCCGTCATTTACGA XM_03444  Huang et
CACATTCACTGCTCCTCTTG 8714.1 al., 2017

*Gene nao foi expresso **Valor muito baixo de eficiéncia, logo néo foi utilizado

3.4.3 Confirmagéo da presenca de Amyloodinium ocellatum nas amostras por
PCR

A extracéo de ADN genomico foi realizada utilizando o FastDNA™ Spin Kit for Soil (MP
Biomedicals) e seguiu-se o protocolo indicado pelo fabricante (Anexo E). A
homogeneizacédo dos tecidos, branquias e glandula digestiva separadamente, foi efetuada
no TissueLyzer Il da QIAGEN durante 40 segundos a uma frequéncia de 30
rotacdes/segundo. Houve necessidade de repetir o passo da homogeneizacdo, pois
verificou-se que ainda existia tecido integro nos tubos. ApGs o processo de extracao fez-
se a quantificacdo da concentracdo da amostra de ADN utilizando o espetrofotdmetro
(DeNovix DS-11 FX). A concentragdo de ADN no tecido da branquia controlo foi de 93,900
ng/nL, o racio 260/230 foi 1,752 e o racio de 260/280 foi de 1,982, a concentragdo no tecido
da branquia infetada foi de 77,305 ng/nL, o racio 260/230 foi -3,441 e o racio 260/280 foi
de 1,982. A concentracdo de ADN no tecido da glandula digestiva controlo foi de 28,247
ng/nL, o racio 260/230 foi -1,049 e o racio de 260/280 foi de 2,258, a concentracdo no
tecido da glandula infetada foi de 25,468 ng/nL, o racio 260/230 foi -1,308 e o racio de
260/280 foi de 2,439 (Anexo F, Tabela 2).

Foram selecionados os primers descritos em Marques et al. (2019) para prosseguir
com o PCR, desta forma temos o par: AOce_Fwl — (5 TAGATGTTCTGGGCTGCACG 37),
AOce _Rv2 — (5° CCTACGGAAACCTTGTTACGAC 3), e o par. AOce Fw2 — (5
GACCTTGCCCGAGAGGG 3’), AOce_Rv1l — (5 CCGCCACAGTTTTCAGAAGC 3’). O
PCR foi iniciado com a preparacdo de uma MasterMix num microtubo eppendorf de 1,5ml
foram colocados, por cada amostra a testar, 12,5 pl de FastGene® TAQ ReadyMix PCR
(NiponGenetics) 0,625 pl do primer Fw e 0,625 pl do primer Rv. Em microtubos eppendorf
de 0,2 ml, foram colocados 13,75 pl de MasterMix (invitrogen), 20 ng de ADN e adicionou-

32



se H,0 purificada (MiliQ) até perfazer um volume final de 25 ul, em cada tudo. O controlo
negativo foi efetuado de igual forma a excec¢éo da adicdo de ADN que foi substituida por
H.0O MiliQ. Os tubos foram dispostos num termociclador (Biometra® Personal Cycler) e o
programa foi iniciado pela desnaturacdo do ADN durante 3 min a 94 °C, seguidos de 35
ciclos de amplificacdo de 45s a 94 °C, 30s a 55 °C e 35s a 72 °C, finalizando com a
extensdo com uma temperatura de 72 °C durante 2min. Em seguida fez se um Nested PCR
com os dois pares de primer (AOce_Fwl AOce_Rv2 e AOce_Fw2 AOce_Rvl) para
aumentar a especificidade da reacéo. Os produtos de PCR foram corridos, por eletroforese,
num gel de agarose de 1,5%, durante 45min a 120 V. De seguida, foram observados huma

camara de fluorescéncia (Molecular imager® ChemiDoc XRS+, Bio Rad).

3.4.4 Resposta imune
Com as amostras de hemolinfa obtidas foram analisados os seguintes parametros:

lisozima, atividade das proteases e 6xido nitrico.

Para a determinacgdo da concentragéo da lisozima na hemolinfa das ostras foi usado
um protocolo de acordo com Xue et al., (2004). Foi preparada uma solucdo tampéo
hidrogenofosfato de sédio (Na,HPO, 0,05 M, pH = 6,2) (Sigma Aldrich), e uma suspensao
bacteriana de Micrococcus lysodeikticus 0,5 mg/mL (Sigma Aldrich). Numa microplaca,
foram adicionados 15 pyL de cada amostra (em ftriplicados) e 250 pyL da suspenséo
bacteriana. Assim que colocada a suspensdo bacteriana a reacéo ocorre de imediato, e
nesse momento, com a maior brevidade, coloca-se no leitor de microplacas (EPOCH 2
microplate reader, BioTek, EUA) a ler a uma absorvancia de 450 nm, fazendo uma leitura
aos 0 e aos 10 minutos. Para preparar a curva padrao utilizou-se um liofilizado de lisozima
proveniente de clara de ovo de galinha (Sigma Aldrich, EUA) com o tampéo
hidrogenofosfato de sodio anteriormente preparado, a qual foi diluida em série (Passos et
al., 2021). Os valores da lisozima em cada uma das amostras, foram calculados usando a

formula da curva padrdo (y=0,0053x-0,016 com R?= 0,9907), e sdo expressos em ug/mL.

A determinagdo da concentracdo de Oxido nitrico na hemolinfa das ostras foi calculada
de acordo com Tafalla et al., (2003). Numa microplaca foram colocados um total de 25 pL
de plasma, 100 pL de solugéo de 1% de sulfanilamida (Alfa Aesar) (C¢HgN,0,S, M= 1722
g/mol) em &cido fosférico (Fluka) (H;P0,, M=98 g/mol) a 2,5% e 100 pL de solugéo de N-
naftiletilenodiamina (SIGMA) com uma concentragdo de 0,1M (C;,H4N,-2HCI, M= 259,17
g/mol) em acido fosférico a 2,5% (em duplicados) e, ap6s uma incubacéo de 10 minutos a
temperatura ambiente, as amostras foram lidas a 540nm num leitor de microplacas

(EPOCH 2 microplate reader, BioTek, EUA). A concentracdo de nitrito (uMol mL™) nas
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amostras foi determinada usando uma curva padrdo com concentragdes conhecidas de
nitrito de sédio (NaNO,, M=69 g/mol).

A atividade das proteases foi quantificada na hemolinfa das ostras, medindo o nivel de
tripsina ndo inibida de acordo com Machado et al. (2015). Para esta andlise, 10 ul de
hemolinfa, 100 pl de uma solucao salina de tampéo fosfato (PBS) (13,9 mg/ml, pH 7,0) e
125 pl de azocaseina (SIGMA) (20 mg/ml em NaHCOs;, pH 8,3) foram adicionados e
incubados por 24 h, & temperatura ambiente (22°C) num agitador (Stuart see-saw rocker
SSL4). A reacao foi interrompida com a adigdo de 250 ul de &cido tricloroacético (TCA)
(SIGMA) (100 mg/ml) e posteriormente incubada por 30 min a temperatura ambiente
(22°C). A mistura foi centrifugada (10.000 x g por 5 min) (Eppendorf, 5810R). Transferiu-
se 100 pl de sobrenadante e adicionados 100 ul de NaOH (40 mg/ml), numa microplaca.
Finalmente, as amostras foram lidas em duplicado a 450 nm num leitor de microplacas
(EPOCH 2 microplate reader, BioTek, EUA). A percentagem de tripsina ndo inibida foi

calculada por comparac¢ao com o valor da amostra de referéncia, e vem expressa em pg/ml.

3.5 Ensaio de viabilidade dos dindsporos de Amyloodinium ocellatum apos
filtrag@o pelas ostras
Para este ensaio foram utilizadas as ostras provenientes do ensaio de infecdo das
ostras com dindsporos de A. ocellatum, anteriormente referido. Os peixes da espécie
Sparus aurata (Linnaeus, 1758), foram provenientes de tanques no interior das instalactes
onde existe um grande controlo na qualidade da dgua e nunca existiu infecdo por A.

ocellatum.

As 3h do dia 0, foram colocadas 4 ostras de cada triplicado do grupo infetado em trés
tanques com 2 peixes da espécie S. aurata, dourada. As ostras tinham um peso médio de
331,2 £ 55,69 e 0s peixes tinham um peso médio de 126,3 + 15,5¢g. As ostras foram
alimentadas uma vez por dia com um mix de microalgas, P. tricornutum com concentracdo

8,89*10° cel/ml e Skeletonema costatum, de concentracdo 5,23*10* cel/ml, durante 4 dias.

Os peixes ao fim de 96h foram sacrificados, medidos e pesados e observadas as
bréanquias para verificar a presenca ou auséncia do parasita. As ostras também foram

medidas e pesadas para efeitos de caracterizacdo da amostra.

Ap6s observagdo das branquias dos peixes ao microscopio 6tico (Leica ICC50W),

verificou-se que estas continham o parasita A. ocellatum. Para cada peixe foram
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observados 2 arcos branquiais e fez-se a contagem do numero de trofontes existente em

cada arco branquial.

3.6 Analise Estatistica

Foram analisadas estatisticamente as analises histologicas, expressdo genética e
parametros de resposta imune. Os resultados sdo apresentados na forma de média com o
respetivo desvio padréo (DP).

Os dados de cada parametro foram testados para diferencgas estatisticas significativas,
usando uma analise de variancia unidirecional (ANOVA), com tempo de amostragem como
fator, seguido por testes de comparagédo mdultipla - teste de Tukey, sempre que 0s critérios
de homogeneidade e normalidade foram atendidas. Nos casos em que os dados nao
atendiam aos pressupostos de homogeneidade e normalidade, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis. A significAncia estatistica foi testada em p < 0,05, e toda a analise

estatistica foi realizada usando o software SPSS da IBM (versao 28.0, EUA).
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4. Resultados

4.1 Resultados Pré ensaio — Afinacédo de técnicas de infecdo de ostras

Verificou-se que a ostra demorou 2 horas a filtrar todo o conteddo presente na agua
(Figura 14) e demorou 3 horas até aparecerem as primeiras fezes, desde o inicio da
alimentacéo (Tabela 3).

Tabela 3: Observaces relativas ao pré ensaio com ostras da espécie Magallana gigas
alimentadas com as microalgas Tetraselmis rubens e Isochrysis galbana.
TEMPO (H) OBSERVACOES

0 Adicao da microalga; agua com cor verde

Agua com menos coloragéo
Agua transparente
13s fezes identificadas
Fezes
Fezes

o 0o WDN P

Fezes

Figura 14: Figura ilustrativa da variacdo da turbidez da &gua; A: ostra (Magallana gigas)

alimentada com Tetraselmis rubens as Oh; B: ostra (Magallana gigas) as 2h.

Relativamente a observacéo das fezes verificou-se que a ostra ndo digeriu a microalga
T. rubens. Pela observacdo das fezes verificou-se que esta microalga apresenta um
formato arredondado ou em esfera semelhante a uma fase do ciclo de vida do parasita A.

ocellatum (dinésporos) (Figura 15).
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Figura 15: Fotografias tiradas ao microscopio 6tico, das fezes de ostra (Magallana gigas)
alimentadas com Tetraselmis rubens A: Tomontes de Amyloodinium ocellatum envolvidos
nas fezes (200x); B: Tomonte de Amyloodinium ocellatum observado (200x); C: Dinésporos
de Amyloodinium ocellatum (indicados com setas laranjas) em fezes com microalga
Tetraselmis rubens (100x); D: Tomontes de Amyloodinium ocellatum (indicados com setas

laranjas) envolvidos nas fezes de ostra (100x). Barra de escala: 100pm.
Nas incubacgdes feitas na placa de 96 pogos com as fezes da ostra, verificou-se que

estas continham muitos microrganismos que apresentavam movimento, para além dos

dinésporos de A. ocellatum, o que dificultou a visualizagdo do organismo nas diferentes
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fases do seu ciclo de vida. Para além disso continha demasiados detritos dificultando, ainda
mais, a visualizacdo de resultados. Ao terceiro dia de observacdo, a quantidade de
microrganismos que ndo eram de interesse aumentou piorando a observacao. Contudo, 0s
tomontes existentes no primeiro dia e ao terceiro dia permaneceram iguais ou desfizeram-

se em alguns casos (Figura 15).

Na figura 15 A e B, podem observar-se tomontes, que surgiram nas fezes no primeiro
dia de observacdo e permaneceram no mesmo estado durantes os varios dias de

observacao. Na figura 15 C e D temos a observacao de dindsporos imoveis nas fezes.

As ostras (4 e 5) que foram alimentadas com I. galbana, observou-se o mesmo que na
ostra alimenta com T. rubens (ostra 6) (Tabela 3) em relagdo ao tempo de filtracdo do
alimento colocado na agua. As fezes destas ostras foram observadas, permanecendo a

dificuldade de visualizacéo e distincdo entre a microalga e o parasita A. ocellatum.

Na figura 16 podem observar-se alguns dos tomontes, que apareceram nas fezes das
ostras 4 e 5. Mais uma vez e em concordancia com o resultado obtido na observacao das
fezes da ostra 6 (Tabela 3), os tomontes observados nas fezes da ostra 4 e 5 ndo evoluiram

ao longo dos dias de observagéo.
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Figura 16: Fotografias tiradas ao microscopio 6tico das fezes incubadas numa placa de 96
pocos, da ostra 4 e 5 da espécie Magallana gigas, alimentadas com Isochrysis galbana; A:
Tomonte de Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 4 (200x); B: Tomonte
de Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 4 (200x); C: Tomonte de
Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 5 (100x); D: Tomonte de
Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 5 (100x). Barra de escala: 100um.

As fezes recolhidas das ostras 2 e 3, que foram alimentadas com P. tricornutum,
permitiram melhor observagdo do parasita A. ocellatum. Na figura 17, podem observar-se

alguns dos tomontes e dindsporos de A. ocellatum que apareceram nas fezes.
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Figura 17: Fotografias tiradas ao microscopio 6tico das fezes incubadas numa placa de 96
pocos, das ostras 2 e 3 da espécie Magallana gigas, alimentadas com a microalga
Phaeodactylum tricornutum; A: Dinésporo de Amyloodinium ocellatum (seta preta) (100x);
B: Tomonte de Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes (200x); C: Tomontes de
Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes (200x); D: Tomonte de Amyloodinium

ocellatum envolvido nas fezes (200x). Barra de escala: 100um.

Na figura 18 é apresentada uma fotografia das fezes da ostra, a ostra controlo negativo,
observando-se apenas a presenca da microalga P. tricornutum, ndo sendo detetado a
presenca do parasita A. ocellatum.
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Figura 18: Fotografia tiradas ao microscopio 6tico das fezes incubadas numa placa de 96
pocos, da ostra do controlo negativo da espécie Magallana gigas, alimentada com a

microalga Phaeodactylum tricornutum (100x); Barra de escala: 100um.

4.2 Resultados da viabilidade dos dinésporos de Amyloodinium ocellatum apos ingestéo
pelas ostras

Na incubacao das fezes das ostras ao longo dos dias, ndo se verificou a presenca do
parasita A. ocellatum nas fezes das ostras quando observadas ao microscépio 6tico, nem
no grupo controlo, nem no grupo infetado. Verificou-se sim a presenca de pequenos

crustaceos marinhos e protozoarios.

4.2.1 Andlise Histologica

Branquias

A nivel das branquias verificou-se hiperplasia epitelial em ambos os tratamentos,
controlo e infetado, e nos varios momentos de amostragem, Oh, 96h, 168h, existindo

diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado
as 96h (p-value = 0,046) (Figura 19).
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Figura 19: Gréfico de barras da média das pontuacdes da lesdo hiperplasia epitelial nas
branquias de individuos da espécie Magallana gigas, ao longo do tempo e por tratamento,
grupo controlo e grupo infetado. ANOVA de um fator foi usada para comparar diferencas

entre diferentes tempos de amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05).

Verificou-se ainda hipertrofia epitelial, com diferencas estatisticamente significativas
entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado as 96h (p-value=0,006), e o grupo controlo

as 168h (7 dias) e o grupo infetado as 96h (p-value=0,011) (Figura 20).
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Figura 20: Gréfico de barras da média das pontuacdes da lesédo hipertrofia epitelial nas
branquias de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA
de um fator foi usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e
diferentes tratamentos (p<0,05).

Verificaram-se, também, ruturas no epitélio branquial (Figura 21) onde se registaram
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado
as 96h (p-value=0,003), e entre o grupo controlo as 168h e o grupo infetado as 96h (p-
value=0,028).
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Figura 21: Grafico de barras da média das pontuacdes da lesdo rutura do epitélio nas
branquias de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA
um fator foi usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e
diferentes tratamentos (p<0,05).

Observou-se ainda infiltracdo de hemacitos (Figura 22), onde se verificaram diferencgas
estatisticamente significativas entre o grupo infetado as 96h e o grupo infetado as 168h (7
dias) (p-value=0,024).
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Figura 22: Gréfico de barras da média das pontuagfes da infiltracdo de hemdcitos nas
bréanquias de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA
um fator foi usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e
diferentes tratamentos (p<0,05).

Relativamente a necrose (Figura 23), onde se verificaram diferengas estatisticamente
significativas entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado as 96h (p-value=0,012), entre
0 controlo as 168h (7 dias) e o grupo infetado as 96h (p-value= 0,004), e entre o grupo

infetado as 96h e o grupo controlo as 96h (p-value= 0,002).
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Figura 23: Gréfico de barras da média das pontuacdes de necrose nas branquias de
individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA um fator foi
usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e diferentes
tratamentos (p<0,05).
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Figura 24: Cortes histol6gicos de branquias de ostras da espécie Magallana gigas, observados ao microscépio 6tico com uma ampliacéo total
de: A: 40x; B:40x; C:40x; D:20x; Legenda: A -: Hiperplasia epitelial; B — Hipertrofia Epitelial; C - Rutura do epitélio; D - Inflamagé&o de hemdcitos;

E — Necrose; Setas azuis: Amyloodinium ocellatum.
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Glandula digestiva

A nivel da glandula digestiva verificou-se infiltragdo dos hemdécitos ou diapedese dos
mesmos em ambos os tratamentos, controlo e infetado, e nos varios momentos de
amostragem, 0h, 96h, 168h. Como se pode observar na Figura 25, houve diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo controlo as Oh e o grupo controlo as 96h (p-
value < 0,001), entre o grupo controlo as Oh e o grupo controlo as 168h (7 dias) (p-
value<0,001), entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado as 168h (7 dias) (p-
value<0,001), entre o grupo controlo as 168h e o grupo infetado as 96h (p-value<0,001),
entre o grupo controlo as 96h e o grupo infetado as 96h (p-value=0,001), e entre o grupo

infetado as 96h e o grupo infetado as 168h (7 dias) (p-value=0,001).
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Figura 25: Grafico de barras da média das pontuacdes da infiltracdo e/ou diapedese dos
hemocitos na glandula digestiva de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e
por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar diferencas entre diferentes

tempos de amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05).

Também se verificou enterite na glandula digestiva (Figura 26), onde se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado

as 96h (p-value=0,003), entre o grupo controlo as Oh e o grupo controlo as 96h (p-
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value=0,001), entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado as 168h (7 dias) (p-
value<0,001), e entre o grupo controlo as Oh e o grupo controlo as 168h (7 dias) (p-
value<0,001).
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Figura 26: Grafico de barras da média das pontuacdes de enterites na glandula digestiva
de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA um fator
foi usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e diferentes
tratamentos (p<0,05).

Em relacdo as lesbes de fusbes lamelares (Figura 27) identificadas nas amostras de
glandula digestiva das ostras, existem diferencas estatisticamente significativas, entre o

grupo controlo as Oh e o grupo infetado as 96h (p-value=0,024).
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Figura 27: Gréfico de barras da média das pontuag6es de fusdes lamelares na glandula
digestiva de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA
um fator foi usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e
diferentes tratamentos (p<0,05).

J& nas regressodes tubulares (Figura 28) encontradas nas glandulas digestivas
observadas houve diferengas estatisticamente significativas entre o grupo controlo as Oh e
o grupo infetado as 96h (p-value<0,001), e entre o grupo controlo as Oh e o grupo controlo
as 168h (7 dias) (p-value<0,001).

51



b
25 4
b
5 | ab
o
LIxv]
O
15
kS
o
o
1 a
s |
0
0 96 168
Tempo (h)
Tratamento Controlo Infetado

Figura 28: Grafico de barras da média das pontuacdes de regressdes tubulares na glandula
digestiva de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA
um fator foi usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e
diferentes tratamentos (p<0,05).

Verificou-se por fim alguma necrose (Figura 29), onde se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo controlo as Oh e o grupo controlo as 96h (p-
value<0,001), entre o grupo controlo as Oh e o grupo controlo as 168h (7 dias) (p-
value<0,001), entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado as 168h (7 dias) (p-
value<0,001), entre o grupo controlo as 96h e o grupo controlo as 168h (7 dias) (p-
value=0,042), entre o grupo controlo as 96h e o grupo infetado as 96h (p-value<0,001),
entre o grupo controlo as 96h e o grupo infetado as 168h (7 dias) (p-value=0,002), entre o
grupo infetado as 96h e o grupo infetado as 168h (7 dias) (p-value<0,001), e entre 0 grupo
infetado as 96h e o grupo controlo as 168h (7 dias) (p-value<0,001).
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Figura 29: Grafico de barras da média das pontuacdes de necrose na glandula digestiva
de individuos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA um fator

foi usada para comparar diferencas entre diferentes tempos de amostragem e diferentes
tratamentos (p<0,05).
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Figura 30: Cortes histologicos de glandula digestiva de ostras da espécie Magallana gigas, observados ao microscépio 6tico com uma
ampliacdo total de: A: 40x; B:40x; C:40x; D:20x; Legenda: A -: Hemdcitos (Infiltracdo/diapedese); B — Enterite; C — Fusdo Lamelar; D —

Regressao tubular; E — Necrose; Circulos azuis: Amyloodinium ocellatum.
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Na tabela 4 estdo apresentados os valores de &rea, perimetro e circularidade do limen
tubular das ostras da espécie M. gigas nos respetivos momentos de amostragem em forma
de média e desvio padrdo. No grupo controlo pode observar-se uma diminui¢do no valor
de area ao longo do tempo, que o valor menor de perimetro é apresentado no tempo 96h
e o0 maior valor as Oh, e a circularidade é semelhante em todos os momentos variando de
0,2+0,1 a 0,3+0,1. No grupo infetado, observou-se uma variacdo entre 594,8+157,2 de
valor minimo as 168h e valor maximo 677,6+223,5 as 96h relativamente ao valor de area,
no perimetro observou-se uma variacéo entre 183,5+27,7 de valor minimo as 168h e valor
maximo 218,8+57,0 as 96h, ja na circularidade ndo existiu variacdes apresentando um
valor de 0,2+0,1 ao longo do tempo.

Apos feita a analise estatistica ndo existiram diferencas estatisticamente significativas
entre grupos, em nenhum dos valores calculados em nenhum dos momentos de

amostragem.

Tabela 4: Caracterizacéo histolégica do limen tubular das ostras da espécie Magallana
gigas através da média e desvio padréo dos valores da &rea, perimetro e circularidade, nos

respetivos momentos de amostragem (n=20).

Area (um?) Perimetro (um) Circularidade
Tempo Controlo Infetado Controlo Infetado Controlo | Infetado
TO 666,1+378,5 203,1+39,0 0,2+0,1

T96 624,6+269,3 | 677,6£223,5 170,3+28,9 | 218,8+57,0 0,3+0,1 0,2+0,1
T168 601,5+251,0 | 594,8+157,2 196,0+56,2 183,5+27,7 0,2+0,1 0,2+0,1

Na tabela 5 estdo apresentados o numero médio de trofontes observados nas
branquias e glandula digestiva das ostras da espécie M. gigas nos respetivos momentos
de amostragem em forma de média e desvio padrdo. Apos feita a analise estatistica
existiram diferencas estatisticamente significativas no tecido branquial, entre o controlo TO
e o infetado T96 (p-value<0,001), entre o controlo T168 e infetado T96 (p-value<0,001),
entre o infetado T96 e o infetado T168 (p-value<0,001), e entre o infetado T168 e o controlo
T96 (p-value=0,007).

Ja no tecido da glandula digestiva existiu apenas diferencgas estatisticamente significativas
entre o grupo controlo TO e o grupo infetado T168 (p-value=0,004), e o grupo controlo TO

e 0 grupo controlo T96 (p-value=0,004).
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Tabela 5: Média e desvio padrao do numero médio de trofontes de Amyloodinium ocellatum
observados nas branquias e glandula digestiva das ostras (Magallana gigas) nos respetivos
momentos de amostragem no ensaio de infecdo das ostras Magallana gigas) com
dinésporos de Amyloodinium ocellatum. As letras a,b e c¢ representam as diferencas

estatisticamente significativas entre os tratamentos nos varios momentos de amostragem.

Tratamento Bréanquias Glandula digestiva
Controlo TO 6,6+3,4¢ 2,9+2,1¢
Controlo T96 8,745, 5%¢ 0,3+0,5%
Infetado T96 13,845, 3¢ 2,1+2,7¢
Controlo T168 5,7+3, 19b 1,3+0,9¢
Infetado T168 2,3+1, 6P 0,6+0,9?

4.2.2 Avaliacdo da expressado genética

Apés a extracdo de RNA, procedeu-se a sua avaliagdo relativamente a quantidade e
gualidade como descrito em cima nos materiais e métodos. Os racios obtidos através da
espetrofotometria com o NanoDrop concedem a quantificacéo e a pureza de cada amostra.
A concentracdo de RNA no tecido das branquias variou entre 698,0 ng/uL e 1613,6 ng/jL,
com racio de 260/230 nm entre 1,38 e 1,68 e racio 260/280 nm entre 2,00 e 2,11. A
concentracdo de RNA no tecido das glandulas variou entre 801,0 ng/uL e 2666,8 ng/uL,
com racio de 260/230 nm entre 1,17 e 1,39 e racio 260/280 nm entre 1,98 e 2,07 (Anexo
F, tabela 1).

Relativamente aos primers escolhidos, quando se fez o célculo de eficiéncia, verificou-
se gue apenas o gene Elongation fator 1 e o gene B-actin tinham eficiéncias indicadas para
continuar com a testagem dos mesmos. Estes dois genes foram escolhidos como os
housekeeping. Os genes CgDNMT3-RT (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3) e TNF

(Tumor Necrosis Factor) ndo foram expressos.

Os restantes genes, EsSOD (Extracellular superoxide dismutase), CytochromeP40
(Steroid 17-alpha-hydroxylase), CgHem017-F-17 (SOD-like), CgHem027-D-20, CgBTG1
(TIMP: um inibidor tecidual de metaloproteinases), RLR (recetores do tipo género | retindico
induziveis por 4cido retindico), quando realizado o RT-PCR demostraram ter amplificacfes
inespecificas bem como dimeros de primers, concordando assim com o resultado das
eficiéncias calculadas para estes genes. Assim, ndo se avangou com esta andlise, uma

vez que sao necessarias varias otimizacdes antes de se poder avangar com o trabalho.
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4.2.3 Confirmacgdo por PCR da presenca de Amyloodinium ocellatum nas amostras de
ostra
Esta etapa do trabalho é extremamente importante, tanto para confirmar que as ostras

filtram o A. ocellatum, como para confirmacéo de que os controlos ndo estariam infetados.

Os produtos de PCR foram corridos, por eletroforese, num gel de agarose a 1,5%
(Figura 31), como descrito nos materiais e métodos, obtendo-se um resultado positivo para
todas as amostras e o controlo positivo (CP), branquia controlo (BC), branquia infetada
(BI), glandula controlo (GC), glandula infetada (GI). Apenas o controlo negativo (CN) deu

negativo na detecdo do A. ocellatum.

CR - BC B CN GC al

Figura 31. Gel de agarose a 1,5% corrido por eletroforese para a confirmacdo de
Amyloodinium ocellatum nas amostras, controlo positivo (CP), branquia controlo (BC),
branquia infetada (Bl), glandula controlo (GC), glandula infetada (Gl), controlo negativo
(CN).

Depois do resultado obtido no gel de eletroforese da figura 31, as amostras foram para
sequenciar para confirmar o resultado do gel. O resultado da sequenciacgéo foi positivo para
A. ocellatum em todas as amostras como o resultado obtido no gel, confirmando assim a

presenca de A. ocellatum nas amostras.

4.2.4 Resposta imune

Os parametros analisados a nivel da resposta imune das ostras foram: lisozima,

atividade das proteases e Oxido nitrico. Cada um destes parametros foi analisado
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estatisticamente, e os resultados sdo apresentados em graficos de barras com o controlo

e o tratamento nos dois momentos de amostragem com o0s respetivos desvios padréo.

No que diz respeito a lisozima (Figura 32) observaram-se diferencas significativas entre
o grupo controlo as Oh com o grupo infetado as 96h (p-value<0,001).
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Figura 32: Gréfico de barras da média das concentragfes de lisozima em pg/ml por tempo

e por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar entre diferentes tempos de
amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05).

No que diz respeito ao paradmetro da atividade das protéases (Figura 33) ndo se
observaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em estudo nos

diferentes momentos de amostragem.
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Figura 33: Gréfico de barras da média em percentagem de tripsina néo inibida por tempo
e por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar entre diferentes tempos de

amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05).

No que diz respeito ao parametro Oxido nitrico (Figura 34) estatisticamente
observaram-se diferencas entre o grupo controlo as 96h com o grupo infetado as 96h (p-
value=0,002), e ainda existiu diferengas entre o grupo controlo as Oh e o grupo infetado as

96h (p-value=0,006).
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Figura 34: Gréfico de barras da média das concentra¢des de 6xido nitrico em pmol ml-1
por tempo e por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar entre diferentes

tempos de amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05).

4.3 Resultados ensaio de viabilidade dos dindsporos apds filtracao pelas ostras nos
peixes

Na Figura 35 pode observar-se duas fotografias tiradas ao microscopio 6tico
(NIKON ECLIPSE Ci H550S) de dois arcos branquias de dourada contendo trofontes de A.
ocellatum (esferas pretas). Desta forma respondeu-se a pergunta: apos filtracdo pela ostra
os dindsporos continuam ativos, ou seja, ocorre a infe¢cdo de peixes depois da filtragdo das

ostras? Apos filtracdo dos dindsporos pelas ostras estes ainda tém capacidade infetante.

Na tabela 6 estéo os resultados obtidos apds observagédo das branquias dos peixes

ao microscopio 6tico (Leica ICC50W).
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Tabela 6: Dados obtidos do ensaio de viabilidade dos dindsporos de Amyloodinium

ocellatum apdés filtracao pelas ostras (Magallana gigas). Legenda: I: grupo infetado, 1,2,3:

replicados técnicos.

TRATAMEN OSTRA PESO PEIX PESO N2 TOTAL DE TROFONTES POR ARCO
TO S (8) E (g) BRANQUIAL
11 1 249 1 142 15
11 2 352 1 32
11 3 345 2 143 38
11 4 310 2 29
12 1 284 3 115 113
12 2 345 3 92
12 3 288 4 104 49
12 4 429 4 84
13 1 257 5 139 58
13 2 375 5 99
13 3 420 6 115 24
13 4 320 6 43
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Figura 35: Fotografias tiradas ao microscépio 6tico de dois arcos branquias de Sparus
aurata, contendo trofontes de Amyloodinium ocellatum (esferas pretas), com ampliacdo
total de 100x. Barra de escala: 100pm.
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5. Discussao

Na aquacultura, com o aumento drastico da producéo de peixes, bivalves e algas para
suprir as necessidades alimenticias da populacdo, e na perspetiva de tornar a aquacultura
uma atividade mais sustentavel, tem-se apostado cada vez mais nos cultivos IMTA. O
grande problema desta rapida aceleracéo de producéo e na aposta nos cultivos IMTA é o
surgimento de patologias de origem bacteriana, viral, parasitaria e/ou fungicas, ja que este
tipo de cultivos, com diferentes niveis troficos, tém, consequentemente diferentes espécies
no mesmo local, havendo uma maior possibilidade de transmissao interespecifica de
patégenos. As doencas parasitdrias nos peixes de aquacultura estdo muitas vezes
associadas a grandes perdas econémicas, visto que os peixes ficam com morbidade, perda
de apetite, reducéo da taxa de crescimento especifica bem como reducao da eficiéncia da

conversao alimentar, o que, em Ultimo caso, leva a altas taxas de mortalidade.

De acordo com os autores Noga, (2012); Cabral et al., (2016); Massimo et al., (2022) o
parasita A. ocellatum, representa um problema, que causa uma alta taxa de mortalidade
em peixes, mesmo apos pouco tempo de exposi¢ao ao parasita. Em sistemas de producgéo
integrados (IMTA) € importante perceber se existe passagem deste parasita entre
organismos de diferentes niveis tréficos. Sendo que uma das espécies de bivalves que se
cultiva de forma integrada com peixes é a ostra, neste trabalho, esta foi infetada
experimentalmente com dindsporos de A. ocellatum tendo-se verificado a transmissao do
parasita para peixes, ou seja, os dindsporos do parasita apos filtracéo pelas ostras mantém
a sua capacidade para infetar peixes, o que foi provado pela observacdo dos arcos
branquiais dos peixes que foram colocados nos mesmaos tanques das ostras, previamente
infetadas e que revelaram a presenca de trofontes de A. ocellatum. Isto sugere que as
ostras sdo hospedeiros onde o parasita tem capacidade de completar o seu ciclo de vida,
libertando din6sporos, capazes de infetar 0s peixes que estdo no mesmo espacgo. Este
resultado indica, ainda, que as ostras sdo um potencial veiculo de transmisséo deste

parasita em sistemas integrados (IMTA).

Para além da possibilidade de infestacdo das ostras interessa perceber quais os danos
causados pelo parasita nas ostras. Através da andlise histolégica foi confirmada a presenca
do parasita A. ocellatum nas branquias e glandula digestiva das ostras e foram avaliados
os danos nos tecidos resultantes da infecdo causada pelo parasita. Os resultados obtidos
estdo de acordo com Andrade (2015) e mostram lesdes severas tanto nas branquias como
na glandula digestiva. Sabe-se que em peixes, a causa de mortalidade devido a

amiloodiniose é atribuida a anoxia, causada pela destruicdo dos tecidos das branquias pelo
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parasita durante infecbes graves (Massimo et al., 2022; Moreira et al.,2022). Neste estudo
ndo se verificou mortalidade, pelo que ndo € possivel confirmar se existe mortalidade
causada pelo parasita e ndo se consegue perceber se 0s danos observados nas ostras,

poderao estar associados a mortalidade, aso estes sejam mais severos.

Nas branquias, as lesbes classificadas, hiperplasia epitelial, hipertrofia epitelial, rutura
do epitélio e necrose, verificou-se um aumento significativo da lesdo no grupo infetado as
96h comparado com o grupo controlo, sugerindo que existe um pico de infecdo as 96h.
Este resultado podera ter a ver com o ciclo do parasita que segundo Byadgi et al. (2020)
demora entre 2 a 5 dias a completar. Os resultados estdo de acordo com o reportado por
varios autores (Dos Reis et al., 2020; Massimo et al., 2022) que verificaram as mesmas
lesBes provocadas por este parasita quer em ostras da espécie Crassostrea brasiliana quer

em robalos (Dicentrarchus labrax).

Sendo o A. ocellatum um parasita descrito como um parasita de peixes, € vasta a
bibliografia que refere os danos causados por este parasita nas branquias de diferentes
espécies (Seoud etal., 2017; Marques et al., 2019; Moreira et al., 2019; Byadgi et al., 2021).
Foram reportadas lesdes como hiperplasia de células epiteliais, descoloracédo das células
do epitélio, inflamacdes, hiperplasia, hemorragias e necrose em situacbes de estado
avancado de infecdo por amiloodiniose (lwanowicz, 2011; Zang et al., 2021). Muitas destas
lesBes apresentadas em branquias de peixes também foram encontradas nas branquias
das ostras, como: hiperplasia epitelial, hipertrofia epitelial, rutura do epitélio, inflamacao de
hemacitos, e necrose, mostrando assim que em diferentes organismos de diferentes niveis
troficos os efeitos da infecdo por amilodiniose sédo semelhantes. Estas observacgdes trazem,
ainda, uma importante informagéo, que este parasita ndo é exclusivo de peixes, e também
infeta e provoca danos nos tecidos de outros organismos de niveis tréficos diferentes, como

0 caso das ostras deste estudo.

Relativamente as lesGes causadas pelo parasita ha glandula digestiva observou-se que
a circularidade dos lumens tubulares da glandula digestiva foi maior (ainda que né&o
estatisticamente significativo) no grupo infetado, e observou-se também uma mudanca de
formato dos mesmos, sugerindo que as ostras do grupo infetado apresentaram mais lesdes
e, consequentemente, uma taxa de tubulos ativos inferior aos do grupo controlo. Estes
resultados vém de encontro aos obtidos no estudo de Medhioub et al. (2012), onde se
verificou que a exposicdo de ostras a Alexandrium ostenfeldii resultou numa resposta

inflamatoria que consistiu na infiltracdo e diapedese de hemdécitos no trato intestinal e na
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diminuicdo da percentagem de tubulos digestivos ativos nas ostras alimentadas com A.

ostenfeldii, mostrando que o dinoflagelado provocou danos a nivel do trato intestinal.

Verificou-se que existiu uma evidente migracdo de hemacitos pelo tecido conetivo por
diapedese para as zonas afetadas, onde o parasita se fixou na glandula digestiva. Os
estudos descritos por Medhioub et al. (2012) e Lassudrie et al., (2014) com exposicao de
ostras (Magallana gigas) e améijoas japonesas (Ruditapes philippinarum) ao dinoflagelado
A. ostenfeldii, mostraram resultados semelhantes, nomeadamente uma grande
mobilizacao de hemacitos por diapedese para as zonas afetadas, onde o dinoflagelado se
fixou. A migracdo dos hemdcitos para as areas afetadas por organismos infeciosos, tem
sido descrita como um mecanismo de defesa de resposta inata dos bivalves (Wang et al.,
2018). Segundo Medhioud et al. (2012) os danos na glandula digestiva apés exposicao a
A. ostenfeldii foram significativamente mais frequentes do que antes da exposicdo. A
recuperacao destas condi¢des patoldgicas (hemocitos em redor e diapedese no sulco
intestinal e nos tubulos digestivos, dilatagdo dos tubulos) foi mais rapida nas ostras

alimentadas do que nas ostras ndo alimentadas ap0s 7 dias de depuracao.

Ainda se pretendeu verificar se os dindsporos de A. ocellatum apéds ingestao pelas
ostras continuavam viaveis. Apos recolha das fezes de ostras infetadas com o parasita,
fez-se a incubacédo das fezes das ostras. Das incubac¢des n&o se obteve um resultado
conclusivo, dado que as mesmas continham muitos microrganismos com mobilidade que
além de dificultarem a observacédo, podiam-se confundir com a fase de dinésporos do
parasita por terem tamanho tdo similar e bastante mobilidade. Durante os pré ensaios
testaram-se diferentes espécies de microalga na alimenta¢ao das ostras em conjunto com
0 A. ocellatum para ajustar a que melhor se adequava ao trabalho e para que pudéssemos
distinguir o A. ocellatum quando observado ao microscopio, mesmo este estando misturado
com as fezes. Ainda no pré ensaio, quando se observaram as fezes do controlo negativo
(controlo sem presenca de parasita), ndo se observou em momento algum a presenca do
parasita A. ocellatum, logo, e por este motivo, considerou-se que a depuracao efetuada
anteriormente tinha sido eficaz. A alimentacdo mais eficiente, para que nao se confundisse
com o A. ocellatum foi a alimentacdo com a microalga P. tricornutum, uma vez que tem um

formato alongado parecido a uma agulha, facilmente distinguido nas fezes das ostras.

Os resultados obtidos em Moreira et al. (2022), sugeriram que o A. ocellatum produz
compostos que podem ter um papel no processo de alimentagdo dos dinésporos e
trofontes, que se ligam aos tecidos dos hospedeiros, explicando assim a severidade das

lesbes encontradas nos locais onde o parasita se agarra.
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Estes resultados podem querer dizer que o parasita provoca danos mais severos e
imediatos nas branquias, mas, a longo prazo provoca danos mais graves na glandula
digestiva. Se as ostras forem alimentadas, conseguem ter uma recuperacao mais rapida
dos danos causados pelos agentes patoldgicos. As branquias sendo o 6rgdo que esta,
diretamente, em contacto com 0 meio aquatico exterior ndo tera tantas defesas como a
glandula digestiva. Com isto, quer os danos num tecido quer no outro afetam a capacidade
de absorc¢ao de nutrientes e alimenta¢éo das ostras deixando-as mais vulneraveis a outros

organismos oportunistas.

Foi confirmada da presenca do parasita no grupo controlo e infetado, por técnicas
histolégicas e moleculares. Este resultado embora surpreendente indica que as ostras no
meio natural onde foram recolhidas, possivelmente, ja tinham sido infetadas pelo parasita
A. ocellatum, o que ndo é de estranhar dado que as ostras foram oriundas de um tanque
de terra onde o parasita ja tinha sido diagnosticado em peixes. Contudo, e por esta razao
as ostras foram depuradas durante 7 dias, o que parece ndo ter sido eficaz na remocao
total do parasita, uma vez que foram observados, no grupo controlo, tanto na glandula
digestiva quer nas branquias das ostras, trofontes do parasita em quantidades semelhantes
ao grupo infetado. Por esta razdo podemos justificar que os resultados obtidos no ensaio
de infecdo das ostras com o parasita mostraram resultados néo significativos na glandula

digestiva.

Visto que os controlos negativos também estavam infetados, fez-se uma quantificacao
em ambos os érgaos amostrados (branquias e glandula digestiva) nos diversos momentos
de amostragem, para verificar a intensidade de infecdo. Verificou-se que existem
diferencas significativas entre a quantidade de trofontes encontrados nos controlos
comparados com os encontrados nos infetados, sendo encontrados em maior quantidade
nos infetados T96h. Todos os cuidados durante amostragens foram tomados para que nao
existisse contaminac¢do do grupo controlo, e todo 0 manuseamento dos tanques tinha o
seu préprio material para evitar contaminar o grupo controlo. Assim pensa-se que 0 grupo
de ostras ja viriam infetadas com o parasita A. ocellatum dos tanques de terra e poderao

estar a servir de repositério de A. ocellatum nestes tanques de cultivo.

Quanto a expressdo genética, os primers testados apresentaram resultados de
eficiéncia abaixo do considerado aceitavel para prosseguir com a quantificacédo e, devido
ao tempo disponivel para a realizacdo das andlises, foi decidido ndo avangar com esta

analitica. Assim, propdem-se que, em trabalhos futuros, sejam desenhados novos primers
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com eficiéncias entre os 90 e os 100%, para avaliacdo da resposta imune em ostras M.
gigas.

As técnicas moleculares de PCR e sequenciagdo, permitiram com rigor afirmar e
confirmar que todas as amostras continham material genético de A. ocellatum, logo todas
as ostras estavam infetadas, deixando assim de existir o controlo negativo necessario para

comparacao de dados e melhor compreensdo dos mesmos.

Como invertebrados, as ostras desenvolveram um sistema imunitario inato integrado e
altamente complexo para reconhecer e eliminar véarios invasores através de uma série de
reacdes imunitarias orquestradas, tais como reconhecimento imunitario, sintese de
peptideos antimicrobianos, bem como encapsulacdo e fagocitose dos hemdcitos

circulantes (Wang et al., 2018).

A lisozima € uma enzima hidrolitica que desempenha um papel importante na defesa
contra bactérias e agentes infeciosos. Esta presente nos hemdcitos, hemolinfa e tecidos
superficiais externos, tais como o0 manto e as branquias (Itoh et al., 2010). A atividade da
lisozima das ostras foi inicialmente relatada na hemolinfa e no muco cutaneo da
Crassostrea virginica em 1967 (Wang et al., 2018). Neste estudo verificou-se um aumento
do valor da concentragdo média de lisozima de 0,8ug/ml no grupo controlo no momento Oh
para 1,5ug/ml no grupo infetado no momento 96h. Estes resultados ndo estdo de acordo
com os obtidos pelos autores Chu & La Peyre (1989), onde num estudo realizado com C.
virginica, o valor da lisozima na hemolinfa tendeu a diminuir com o aumento do nivel de
infecdo presente. Demostraram também que os valores mais baixos de lisozima foram
encontrados nas ostras recolhidas no periodo de verdo, sendo este o periodo onde existe
uma maior carga bacteriana devido as elevadas temperaturas, e por existir uma maior
carga bacteriana esperar-se-ia que também fosse o periodo onde existisse maior
concentracdo de lisozima na hemolinfa. Provaram ainda que a atividade da lisozima é
superior em ostras infetadas/doentes com Bucephalus sp., quer no periodo de verdo quer
no periodo de inverno, em comparagdo com ostras ndo infetadas nas mesmas alturas do
ano. Cronin et al. (2001) num estudo com Ostrea edulis e M. gigas verificaram que os niveis
mais baixos de lisozima detetados na hemolinfa foram os recolhidos em junho, veréao,
estando de acordo com os resultados obtidos por Chu & La Peyre (1989). No presente
trabalho a concentracdo de lisozima foi superior no grupo infetado as 96h, estando de
acordo com Cronin et al. (2001) e Wang et al., (2018).
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As protéases tém um papel importante na patogenicidade dos organismos parasitarios
e também nos mecanismos de defesa do hospedeiro. Neste trabalho com o A. ocellatum
nao existiram diferencas entre os tratamentos nos momentos de amostragem em relacao
a atividade das protéases na hemolinfa e perante o resultado apresentado pode sugerir
que o parasita ndo provocou danos no tecido onde foi retida a amostra ou ndo houve tempo
suficiente para que fosse evidente o efeito do parasita na atividade das protéases. No
estudo realizado pelos autores Brun et al. (2000), verificaram que a patologia associada a
infecdo por Urastoma cyprinae, nas branquias, resulta em danos diretos no tecido do
hospedeiro por meio de protéases segregadas ou pela degradacdo de moléculas do muco
gue protegem o tecido das branquias de choques osméticos ou de outros agentes nocivos,

tais como bactérias.

O éxido nitrico é uma importante molécula de sinalizacao gasosa envolvida numa vasta
gama de processos fisiolégicos, tais como regulacdo vascular (Jiang et al., 2013),
transmissao neural e especialmente defesa imunitaria. O 6xido nitrico foi detetado em
hemdécitos de vérios bivalves incluindo ostras, améijoas e mexilhdes (Jiang et al., 2013),
sugerindo que pode ser crucial para a regulacdo imunitaria, uma vez que os hemacitos sao
as células mais importantes na hemolinfa dos bivalves marinhos (Liu et al., 2018). Nos
resultados obtidos neste trabalho verificou-se uma diminuicdo do valor médio de Oxido
nitrico, do grupo controlo no momento Oh de 55 umol/ml para 25 umol/ml no grupo infetado
no momento 96h. Existiu também uma diminuicdo embora nao significativa no grupo
controlo no momento 96h em relacdo ao momento Oh, que pode ser justificado devido ao
controlo também estar parasitado. De acordo com Gestal et al. (2008), em mexilhbes
Mytilus galloprovincialis, infetados com a bactéria Vibrio tapetis observou-se um aumento
significativo da producgéo de 6xido nitrico, isto sugere que na presenca de um agente nocivo
como uma bactéria, virus ou parasita faz aumentar a producéo de 6xido nitrico. Segundo
Wang et al. (2018), nas ostras, o parasita protozoario Perkinsus marinus pode ativar a
resposta do oxido nitrico tanto in vitro como in vivo. Os resultados indicam que o 6xido
nitrico desempenha um papel nas defesas da C. virginica para a infecdo experimental com
0 parasita protozoario P. marinus. Os autores Shi et al. (2012), no estudo realizado com
vieiras da espécie Chlamys farreri apds estimulacdo de LPS (lipopolisacarideos), que
induzem uma resposta inflamatéria no organismo dos individuos, a concentragdo do 6éxido
nitrico aumentou de 21,55 umol/L as 3h para 42,27 umol/L as 24h, onde atingiu o valor
maximo. Os individuos as 48h ja apresentavam um valor normal de 6xido nitrico. Todos
estes autores referem um aumento do valor de 6xido nitrico nos organismos quando estes

foram expostos a agentes patdgenos que desencadearam uma resposta imunitaria no
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individuo. Os resultados obtidos no presente estudo e com base nos estudos efetuados
anteriormente, o valor de oxido nitrico obtido as 96h ja € um valor normal, sendo que o pico
de concentracdo de Oxido nitrico ter-se-ia dado entre as 3h e as 24h, segundo Shi et al.

(2012).
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Conclusoes e Perspetivas Futuras

O estudo realizado nesta dissertagcdo vem aumentar o conhecimento sobre o parasita
A. ocellatum, a forma como este se propaga em cultivos IMTA, que € um ponto
importantissimo para uma industria em desenvolvimento que cada vez mais aposta neste

tipo de cultivo integrados.

Neste trabalho conseguimos atingir os objetivos propostos enunciados no inicio do

estudo, concluindo-se que:
Os dindsporos de A. ocellatum séo filtrados pelas ostras.

Os dindsporos, infetam as branquias das ostras e conseguem fixar-se transformando-
se em trofontes, completando o ciclo na ostra e mantendo assim a capacidade de infecdo

de peixes quando produzidos em IMTA.

As ostras sdo assim, um vetor de propagacao do parasita A. ocellatum representando
um perigo para as aquaculturas em IMTA, e tém de existir medidas no combate do mesmo,

pois representa um grande problema para o setor.

Os dinésporos afetam severamente o epitélio branquial e o trato intestinal das ostras,

principalmente ao tempo 96h de infegéo.

Histologicamente concluiu-se que o A. ocellatum afetam severamente os tecidos, tanto
das branquias como da glandula digestiva das ostras, e que este se fixa aos tecidos da

ostra, existindo maior prevaléncia as 96h apos infegdo.

Ja na resposta imune os resultados obtidos através da avaliacdo da atividade da
lisozima, mostram que as ostras sdo afetadas imunologicamente pelo parasita A.
ocellatum, tentando combater o0 mesmo. Na atividade das protéases nao existiram
diferencas significativas. Para trabalhos futuros aumentar o ndmero de individuos
amostrados por ponto de amostragem poderia dar resultados mais significativos. J& a nivel
da concentracao de 6xido nitrico, o valor obtido as 96h, segundo outros autores, sera de
um valor ja normalizado e que o pico de concentracdo seria entre as 3h e as 24h apés
infecdo. Para trabalhos futuros a nivel imunolégico faz sentido aumentar os momentos de
amostragem para Oh, 3h, 6h, 12h, 24h e 48h.

Consideracoes finais:
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Este estudo também levanta questdes como: quanto tempo os tecidos demoram a
recuperar de uma infecdo de amiloodiniose, se recuperam efetivamente, e se depois de
infetadas ficam sempre “marcadas” com vestigios do parasita nos tecidos ou voltam a

recuperar ao fim de algum tempo.

Neste estudo ndo se verificou mortalidade que o parasita causaria nas ostras, o que

seria interessante de avaliar em trabalhos futuros.

Ainda em trabalhos futuros, para responder a questao de se as fezes das ostras nao
tém dindsporos nem tomontes viaveis, ter-se-ia de melhorar o protocolo de recolha e
incubacdo das mesmas, talvez usando algum método quimico de forma a ter melhor

visibilidade nas incubacdes.

Perspetivas Futuras:

E como forma de melhoria a este trabalho, poder-se-ia voltar a fazer o mesmo estudo,
mas garantido, quer por métodos moleculares quer por métodos fisicos (depuracao), que
as ostras do controlo negativo ndo estariam infetadas, desta forma deve-se também
melhorar as eficiéncias dos primers para que se pudesse ter mais conhecimento sobre a
resposta imunitaria das ostras perante este agente nocivo. Ainda se poderia fazer um
estudo de avaliagédo dos danos causados pelo parasita A. ocellatum nos tecidos das ostras
e perceber-se se existe recuperacao dos tecidos e ao fim de quanto tempo. Este tipo de

estudos é escasso na comunidade cientifica e devemos trabalhar para enriquecer a

comunidade com mais conhecimento em bivalves e parasitologia marinha.
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Anexos

Anexo A: Protocolo de Anestesia de Ostras (Suquet et al., 2009)
Material:

¢ Cloreto de magnésio (MgCI2)
e Agua do mar

e Agua destilada

e Balanca

e Refratdbmetro
Procedimento:

1. Preparar a agua da anestesia com 1,5x mais agua doce do que agua salgada. (Por
exemplo. Para 1 L de 4gua de anestesia: 0,6 L de agua destilada; 0,4 L de agua do
mar).

Adicionar 50 g de MgCI2 por litro de agua de anestesia.

O MgCI2 aumenta a salinidade, dai a necessidade de diluir a 4gua do mar com
agua destilada. Verificar a salinidade para manter valores de referéncia para as
ostras.

Introduzir as ostras na agua da anestesia e aguardar 16h.

Apb6s serem realizados os procedimentos, as ostras deverao ser postas em agua

do mar limpa e arejada.

Notas: Apés a realizagéo deste protocolo, verificou-se que a salinidade estava demasiado
elevada, tendo-se diluido a dgua da anestesia com mais 0,2 L de &gua destilada. A

anestesia revelou-se igualmente eficaz.



Anexo B: Protocolo para a elaboracdo de solucéo de Davidson (Shaw & Battle, 1957):
Para obtermos 1L desta solucéo:

e 200ml de formol comercial (37-40%);

e 100ml de glicerol;

e 300ml de etanol absoluto;

e 300ml de agua do mar filtrada (filtro 0,22um);

e 100ml acido acético glacial (antes de usar).

Juntar todos os compostos e colocamos a agitar numa placa de agitamento até estar
completa a dissolugdo dos mesmos. Adicionar os 100ml &cido acético glacial no dia de

utilizagdo da solugdo — 100ml para 1L de solucéo.



Anexo C: Protocolo de coloracédo de histologia:

1 — Xilol (15 min)

2 — Xilol — 6 imersdes

3 — Alcool 100% - 6 imersdes
4 - Alcool 100% - 6 imersdes
5 - Alcool 96% - 6 imersdes

6 - Alcool 70% - 6 imersbes

7 - Alcool 50% - 6 imersdes

8 — Agua destilada — 2 min

9 — Hematoxilina — 10 min

10 — Agua da torneira — 5 min
11 — Alcool &cido — 2 min

12 — Agua da torneira — 5 min
13 - Alcool 96% - 3 min

14 — Eosina — 30 segs

15 - Agua da torneira — 30 segs
16 - Alcool 96% - 6 imersoes
17 - Alcool 96% - 6 imersdes
18 - Alcool 100% - 6 imersbes
19 - Alcool 100% - 6 imersdes
20 — Xilol = 25 min

21 — Xilol — até & montagem



Anexo D: Protocolo de extragdo de RNA:

10.
11.

12.
13.
14.
15.

Adicionar 1ml de reagente Trizol por cada 200mg de amostra e homogeneizar;
Incubar durante 5 min para permitir a dissocia¢cdo completa do complexo de
nucleoproteinas;

Adicionar 0,2 mL de cloroférmio por 1 mL de reagente TRIzol™ usado para a lise
e, em seguida, tampe bem o tubo;

Incubar por 2-3 minutos;

Centrifugar a amostra por 15 minutos a 12.000 x g a 4°C. A mistura separa-se
num fenol-cloroférmio vermelho inferior, e interfase e uma fase aquosa superior
incolor;

Transferir a fase aquosa contendo o RNA para um novo tubo inclinando o tubo a
45° e pipetando a solucéo;

. Adicione 0,5 mL de isopropanol a fase aquosa, por 1 mL de Reagente TRIzol™

usado para lise;

Incubar por 10 minutos;

Centrifugar por 10 minutos a 12.000 x g a 4°C. O precipitado de RNA total forma
uma pellet branco semelhante a um gel no fundo do tubo;

Descartar o sobrenadante com uma micropipeta;

Ressuspender o pellet em 1 mL de etanol a 75% por 1 mL de Reagente TRIzol™
usado para a lise;

Vortex a amostra brevemente, depois centrifugar por 5 minutos a 7500 x g a 4°C;
Descartar o sobrenadante com uma micropipeta;

Aspirar ou secar ao ar o pellet de RNA por 5 a 10 minutos.

Ressuspender o pellet em 20-50 uL de agua sem RNase, EDTA 0,1 mM ou
solucdo SDS 0,5% pipetando para cima e para baixo.



Anexo E: Protocolo do FastDNA™ Spin Kit for Soil utilizado

1. Adicionar até 500 mg da amostra ao tubo Lysing Matrix E;

2. Adicionar 978 L de tampéao de fosfato de sodio a amostra do tubo Lysing Matrix E;
3. Adicionar 122 yL de tamp&o MT;

4. Homogeneizar num agitador FastPrep por 40 segundos;

5. Centrifugar a 14.000 x g por 5-10 minutos para sedimentar residuos celulares;

6. Transferir o sobrenadante para um tubo limpo de microcentrifugacéo. Adicionar 250 uL
de PPS (Solucéo de precipitacdo proteica) e inverter para misturar 10 vezes;

7. Centrifugar a 14.000 x g por 5 minutos para os residuos precipitarem. Transferir 0
sobrenadante para um tubo de 15 ml limpo;

8. Ressuspender a suspensao da matriz de ligacdo (Binding matrix suspension) e
adicionar 1,0 ml ao sobrenadante num tubo de 15 ml;

9. Colocar no rotador ou inverter manualmente por 2 minutos para permitir a ligacéo do
DNA. Colocar um tubo num suporte por 10 minutos e permitir que a matriz silica assente;
10. Remover e descartar 500 pL do sobrenadante, sendo cuidadoso para evitar a matriz
de ligacéo;

11. Ressuspender a matriz de ligacdo gentilmente na quantidade restante de
sobrenadante. Transferir aproximadamente 600 uL da mistura para o Spin™ Filter e
centrifugar a 14.000 x g por 1 minuto. Esvaziar o tubo de captura e adicionar o resto da
mistura para no Spin™ Filter e centrifugar novamente. Esvaziar o tubo de captura
novamente;

12. Adicionar 500 uL do preparado SEWS-M e gentilmente ressuspender o sedimento
usando a for¢a do liquido da ponta da pipeta,;

13. Centrifugar a 14.000 x g por 1 minuto. Esvaziar o tubo de captura e repor;

14. Sem a adicdo de qualquer liquido, centrifugar uma segunda vez a 14.000 x g por 2
minutos para “secar” a matriz da solucao residual limpa. Descartar o tubo de captura e
repor com um novo;

15. Deixar o Spin™ Filter secar por 5 minutos a temperatura ambiente;

16. Suspender gentilmente a matriz de ligagado (por cima do Spin™ Filter) em 50-100 pL
de DES (DNase/Pyrogen-Free Water);

17. Centrifugar a 14.000 x g por 1 minuto para trazer o DNA eluido para o tubo de
captura. Descartar o Spin™ Filter. O DNA agora esta pronto para PCR e outras

aplicacbes. Armazenar a -20°C por longos periodos ou 4°C até o uso.



Anexo F:

Tabela 1: Concentracdo de RNA (ng/pL) de tecido de branquias e glandula digestiva de

Magallana gigas e os respetivos racios 260/230 e 260/280 para expressao genética.

Amostra Concentracao de Racio 260/230 Racio 260/280
RNA ng/pL
Brqg controlol T24h 698,0 1,58 2,00
Brq controlo2 T24h 932,9 1,58 2,07
Brg controlo3 T24h 812,4 1,68 2,11
Brqg infetadal T24h 1200,2 1,62 2,03
Brqg infetada2 T24h 1288,7 1,41 2,03
Brg infetada3 T24h 1613,6 1,38 2,11
Gland controlol T24h 1769,5 1,39 2,02
Gland controlo2 T24h 2583,0 1,32 1,98
Gland controlo3 T24h 2666,8 1,39 2,03
Gland infetadal T24h 1802,1 1,39 2,03
Gland infetada2 T24h 801,0 1,30 2,07
Gland infetada3 T24h 2283,0 1,17 2,05

Tabela 2: Concentracdo de ADN (ng/pL) de tecido de branquias e glandula digestiva de
Magallana gigas e os respetivos racios 260/230 e 260/280 para confirmagao de

Amyloodinium ocellatum nos tecidos por PCR.

Amostra Concentracédo de Ré&cio 260/230 Réacio 260/280
ADN ng/uL
Branquia Controlo 93,9 1,75 1,98
Branquia Infetada 77,3 -3,44 1,93
Glandula Controlo 28,2 -1,05 2,26
Glandula Infetada 25,5 -1,31 2,44




Tabela 3: Valores dos trofontes de Amyloodinium ocellatum observados nas branquias

glandulas digestivas das ostras da espécie Magallana gigas nos respetivos momentos de

amostragem.

TRAT Branquias Glandula
Réplica 1 2 3 1 2 3
CTO 12 10 3 1 3 1
CTO 3 7 6 2 0 1
CTO 4 5 5 2 6 3
CTO 7 9 7 2 6 4
CT0 1 2 4 4 6 7
CTO 10 13 10 1 1 2
IT96 13 20 9 2 9 6
IT96 9 15 9 1 0 0
IT96 8 23 10 3 0 1
IT96 22 17 10 3 0 0
CT96 19 10 16 1 0 0
CT96 6 11 2 0 1 1
CT96 5 3 6 0 0 0
CT168 13 3 4 1 3 2
CT168 8 5 6 1 1 0
CT168 6 2 4 2 2 0
IT168 1 1 3 1 3 1
IT168 3 1 1 0 0 0
IT168 1 2 7 0 0 0
IT168 3 2 2 1 1 0
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