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A améijoa-boa, Ruditapes decussatus, é uma espécie nativa da Europa com um elevado
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patologias que afeta mais severamente a améijoa-boa é a infecdo por um parasita
protozodrio do género Perkinsus que causa relevantes taxas de mortalidade em bivalves
em vérias partes do mundo. As espécies que podem ter um impacto econémico mais
relevante sdo Perkinsus marinus e Perkinsus olseni, pois provocam mortalidades
massivas que afetam significativamente a produgdo. O presente trabalho, teve como
principal objetivo o estudo da suscetibilidade/resisténcia de varias populagdes europeias
infetadas por Perkinsus sp. através do método de tioglicolato liquido de Ray (RFTM).
Esta informacdo permitirA as empresas eleger as populacbes de améijoa-boa que
poderéao vir a ser usadas em programas de melhoramento da espécie, na descoberta de
marcadores moleculares envolvidos na resisténcia a Perkinsus sp., entre outras
aplicacdes.
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D INTRODUGAO

Com o aumento da populacdo mundial, as exigéncias alimentares, em qualidade e quantidade, tém vindo a
ser cada vez maiores, sendo que as respostas a esse desafio terdo necessariamente de considerar duas
preocupacdes centrais: (a) limites da capacidade de producéo agricola (disponibilidade) de terra aravel e
recursos hidricos e, diminuicdo dos ganhos marginais de produtividade que tém sido conseguidos pela
aplicagcdo da Ciéncia e Tecnologia); (b) formas mais sustentaveis de producéo de proteina animal (reducéo

da pegada ecoldgica pela anulagdo ou reducao significativa dos inputs alimentares, energéticos, quimicos).

E neste contexto que se explica a crescente importancia dos recursos marinhos como alternativa & sobre-
exploracdo do meio terrestre. Estima-se que nos proximos 20 anos mais de 40 milh8es de toneladas de
alimento de origem aquética sejam necessarias de forma a dar resposta ao atual consumo per capita (19,2
kg/ano) (FAO, 2013). Perspetiva-se, pois, que o consumo destes alimentos aumente, estimando-se em
2022, um consumo médio mundial per capita de 20,7 kg/ano. Verifica-se que os recursos alimentares
marinhos diretamente recolhidos no meio natural (sobretudo peixe) tém vindo a decrescer como resultado
da sua exploragdo intensiva, tornando-se a aquicultura a alternativa mais sustentavel de resolugdo deste
problema (FAO, 2013). Compreende-se assim que a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentagdo (FAO) preveja um crescimento bastante expressivo da aquicultura a nivel mundial, tanto no
gue se refere a sua disseminagdo e consolidacdo, como a diversificacdo das espécies cultivadas. Entre
1980 e 2012, o volume de producédo aquicola mundial teve uma taxa de aumento de 8,6% ao ano (FAO,
2014).

E importante realcar que a atividade aquicola, praticada em determinadas condicdes, contribui de forma
importante para a recuperacao e preservacdo ambiental e para a conservacéo da biodiversidade. Entre os
varios alimentos aquaticos, os bivalves tém um papel importante no desenvolvimento sustentavel da
aquicultura na Europa e no Mundo, contribuindo para a melhoria da qualidade ambiental, em particular da
gualidade da agua, bem como para as operacdes de ‘repovoamento ecolégico’, promovendo a

reconstituicdo de populacdes selvagens.

A nivel mundial, a produgéo aquicola, principalmente de bivalves, caracteriza-se por um baixo custo, baixo
rendimento e um baixo nivel tecnolégico. Neste sentido, a competitividade deste setor devera passar por
uma forte aposta a nivel da Ciéncia & Tecnologia, de forma a garantir a sustentabilidade do setor e os
elevados padrbes de seguranca e qualidade para o consumidor final (Plano Estratégico para a Aquicultura
Portuguesa 2014-2020).

No universo dos bivalves, as améijoas sdo gastronomicamente muito apreciadas e procuradas a nivel
mundial, apresentando um valor comercial bastante relevante que atingiu em 2013 um valor de produc¢éo de
mais de 3,5 mil milh6es de euros, segundo dados da FAO. No entanto, 0os aquicultores e a comunidade
cientifica tém-se deparado com um decréscimo significativo das populacdes de bivalves, que tém sido
afetadas pela acao antropogénica e pelas alterages climaticas (Gosling, 2008), conduzindo em algumas
zonas a extingdo de populacfes nativas, com significativas consequéncias negativas ao nivel do equilibrio
dos ecossistemas marinhos. Entre as espécies de améijoa mais afetadas podem referir-se as espécies
nativas europeias onde se destaca a améijoa-boa (Ruditapes decussatus), com uma elevada valorizagédo
gastronémica e econdOmica, cuja producéo tem diminuido radicalmente em detrimento da sua concorrente
mais direta, a améijoa-japonesa (Ruditapes philippinarum), uma espécie invasora na Europa.
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A éarea de distribuicdo geografica de R. decussatus vai desde o sul e oeste de Inglaterra até a Peninsula
Ibérica e Mediterraneo. R. decussatus esta ainda presente a sul e oeste de Marrocos e do Senegal e na
costa Oeste Africana. R. decussatus € uma das espécies de bivalves mais importantes da Europa, onde a
captura e o consumo se registam desde o século 16. Apesar disso, atualmente apenas 6 paises produzem
R. decussatus, sendo Italia o lider da lista de paises, seguido de Portugal, Tunisia e Espanha (FAO, 2013).

Devido ao seu elevado custo (duas a trés vezes mais elevado que a espécie competidora, R. philippinarum)
e ao seu valor gastronémico, R. decussatus é uma das espécies de moluscos mais procuradas na Europa.
Além da forte intensidade da captura, a quantidade de améijoa-boa disponivel diminuiu fortemente, devido
ao aumento da poluicdo em portos maritimos e areas urbanas, degradando assim o seu habitat. Além disso,
as mortalidades anormais tém sido associadas a variagdes significativas de temperatura, salinidade (que
sdo em parte explicadas pelas mudangas climaticas) e a doencas causadas por diferentes patdégenos

(nomeadamente, bactérias, virus, protozoarios).

Os organismos Perkinsus sdo um grupo de parasitas protozoarios unicelulares que podem infetar moluscos,
especialmente moluscos bivalves, em vérias partes do mundo. Em Portugal, o primeiro registo de infe¢éo de
R. decussatus por Perkinsus foi em 1989 por Azevedo (1989). O parasita tera chegado a Europa apoés a
introducdo da améijoa-japonesa vinda da Asia (Vilas et al., 2011). P. marinus e P. olseni podem ter um
impacto severo nos moluscos bivalves e, consequentemente, sdo parasitas economicamente importantes. A
infecdo por P. marinus e P. olseni é frequentemente letal em moluscos suscetiveis, embora um animal
infetado possa viver durante varios anos antes de apresentar sinais clinicos de doenca ou morrer
abruptamente, estando associado a elevadas taxas de mortalidade em diferentes espécies em todo o

mundo, resultando em graves perdas (Ruano et al., 2015).

Considerando os desafios atuais que a producao de R. decussatus enfrenta, é crucial desenvolver solugdes
gue atualmente ndo estdo disponiveis no setor da aquacultura. Para abordar os problemas dos aquicultores,
€ preciso desenvolver variedades melhoradas de bivalves que resistam a condi¢bes de stress biotico e
abiotico, como tem sido feito h4 muitas décadas na agricultura e na producdo de peixes através de
programa de melhoramento. Os programas de melhoramento podem produzir novas combinac¢des de genes
gue originam variedades melhoradas com diferentes genétipos e caracteristicas de interesse (por exemplo,
maior taxa de sobrevivéncia, maior taxa de crescimento, entre outros). Os bivalves sao 6timos candidatos
para programas de melhoramento, por varias razfes: possuem um elevado valor econémico; muitas
espécies ja sdo domesticadas e possuem protocolos de cultivo padrao bem desenvolvidos; possuem um
elevado nivel de variabilidade genética; e uma elevada fecundidade. Atualmente, existem varios programas
de melhoramento nos Estados Unidos, Australia, Nova Zelandia, Franca e China, envolvendo
principalmente ostras (Crassostrea gigas, C. virginica e Saccostrea glomerata), mexilhdes (Perna
canaliculus) e algumas espécies de moluscos (Ruditapes philippinarum e Sinonovacula constricta). A
resisténcia a doencas é uma das caracteristicas mais importantes para a producéo aquicola e em que mais
se tem apostado (Fang e Lin, 2016; Guo, 2009; Xie et al., 2018).

Durante a implementacao de um programa de melhoramento de espécies, um dos aspetos que mais afeta o
sucesso do programa é o estabelecimento da populacdo fundadora, e, por conseguinte, a escolha da
origem dos individuos que a compdem (Gjedrem e Baranski, 2009). Assim, a escolha do local de origem
dos individuos da populagéo fundadora deve ter em conta, entre outros aspetos, a presenca da doenga por

Perkinsus; considerando que a tolerancia/resisténcia ao Perkinsus é uma das caracteristicas alvo para a
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gual é necessario selecionar. Neste contexto, no presente trabalho, um método padrdo - RFTM - foi usado
para avaliar semi-quantitativamente o nivel de infecdo de Perkinsus sp. em individuos adultos de R.
decussatus. O objetivo deste estudo foi avaliar o nivel de infecéo por Perkinsus sp. de varios individuos de
diferentes populacfes relevantes da Europa. Esta informacdo é importante para auxiliar empresas e
institutos de investigacdo que pretendam fazer experiéncias com R. decussatus e/ou implementar
programas de melhoramento nas suas instalagfes, particularmente, e tal como anteriormente referido, se

estiverem relacionadas com a resisténcia ao parasita.

D METODOLOGIA

Recolha das amostras e andlise de pardmetros biométricos

As populagdes de R. decussatus foram recolhidas de locais onde atualmente existem bancos naturais de
améijoa-boa ou onde a producao é feita de forma intensiva, desde a costa Atlantica da Peninsula Ibérica,
Mar Mediterrdneo e Mar Adriatico (Figura 1 e Tabela ). As amostras foram transportadas para o laboratério
da Oceano Fresco devidamente refrigeradas. Cerca de 50 individuos de cada amostra, com um
comprimento médio da concha de 41,3 = 2,1 mm, foram analisados. Apenas foram usados neste estudo os
individuos que apresentavam todos os carateres morfolégicos tipicos de R. decussatus (Hurtado et al.,
2011; Habtemariam et al., 2015). O indice de condicdo visceral (ICV) e gonadal (ICG), foram avaliados
através da férmula: indice visceral/gonadal = (peso fresco da viscera ou génada (g)/peso fresco da concha
(9)) x 100.

Veneza (Ven) TABELA I: Origem das populac¢des de R. decussatus
analisadas.
Barallobre (Ba) . Data de
Cambados (Cam) X ; Pais Local
Pontevedra (Po) —— / R»bade'o\(l::: = oo amostragem
S Basco
Cangas (Cg) Ovar (OVA) 31-01-2017
Ovar (Ova)7
ithavo (Ith) e m m 10-01-2017
Obidos (Obi) Delta do Ebro (Ebr) avo (lihy 31-11-2017
. . 6-01-2017
Portugal i i
Algarve (Alg) T Cobes (Tun) g Obidos (Obi) 7-12-2017
16-11-2016
Algarve (Alg) 11-01-2017
FIGURA 1: Distribuicdo geografica dos locais onde foram 25-10-2017
recolhidas amostras de R. decussatus. .
Pais Basco (Pb) 20-02-2018
Ribadeo 25-10-2017
Barallobre (Ba) 24-10-2017
17-11-2017
Espanha  Cambados (Ca) 13-01.2017
Pontevedra (Po) 7-11-2017
Cangas (Cg) 6-02-2018
Delta do Ebro (Ebr) 17-10-2017
- 27-01-2017
Italia Veneza (Ven) 16-12-2017

Tunisia Golfo de Gabes (Tun) 27-01-2017
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Detecdo da infegéo por Perkinsus sp. através do meio fluido de tioglicolato de Ray (RFTM)

A detecao da infecdo por Perkinsus sp. nas varias amostras, foi efetuada recorrendo ao ensaio semi-
guantitativo de RFTM (Ray, 1966; Bushek e Allen, 1996). Resumidamente, uma hemi-branquia foi retirada
de cada um dos individuos e incubada durante 5 dias, no escuro, a 25 °C, em meio tioglicolato
suplementado com cloranfenicol e nistatina. Em seguida, o tecido foi corado com uma solucdo de Lugol e
observado num microscopio 6tico para avaliar a presenca de células do parasita. Os resultados foram

registados de acordo com a escala de intensidades da infe¢do de Mackin (Tabela Il) (Ray, 1954).

TABELA II: Escala de intensidade da infe¢do por Perkinsus sp.

Intgnsidgde do nivel Descrigo
de infecao

0 Auséncia de parasita: 0 células na preparacdo microscopica

Infecdo muito leve: De 1 a 10 células na preparagdo microscopica

Infecdo leve: Em 10 campos microscopicos (c.m.) aleatérios (4x), > 1 célula/c.m.
Infecdo moderada: Em 10 c.m. aleatérios (4x), > 10 células/c.m.

Infecdo intensa: Em 10 c.m. aleatérios (10x), > 50 células/c.m.

Infecdo muito intensa: Em 10 c.m. aleatérios (40x), > 25 células/c.m.

a b WO N -

D RESULTADOS

Parédmetros biométricos
Foram determinados os indices de condicdo gonadal e visceral dos individuos recolhidos. O indice de
condicéo visceral (ICV) e gonadal (ICG) variou entre as populagcbes amostradas, entre 42,1 + 7,0 e 54,7+

54 eentre 8,5+ 2,0e 15,1+ 25, respetivamente (Figura 2).
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FIGURA 2: indice de condicdo visceral (ICV) e indice de condicdo gonadal (ICG) das varias populagbes de R.
decussatus amostradas. Pb: Pais Basco; Rib: Ribadeo; Ba: Barallobre; Cam: Cambados; Cg: Cangas; Po: Pontevedra;
Ova: Ovar; lh: llhavo; Obi: Obidos; Alg: Algarve; Ebr: Delta do Ebro; Ven: Veneza; Tun; Tunisia.
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Semi-quantificagdo da infec@o por Perkinsus sp.

Diferentes niveis da infe¢cao por Perkinsus sp. foram observados entre os diferentes locais (Figura 3). Entre
individuos do mesmo local (nomeadamente Ba, Po, Cg, Obi, Alg e Ven), diferentes niveis de infecdo por
Perkinsus sp. foram detetados em améijoas com tamanho e idade semelhante, variando desde niveis de
infecdo baixo (0 ou 1) a elevado (4 ou 5). Os locais que demostraram um menor nivel de infe¢do foram Rib
e Ilh (Figura 3).
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FIGURA 3: Nivel de infe¢é@o por Perkinsus sp. em diferentes populacdes de R. decussatus.

D DISCUSSAO

O indice de condigdo gonadal (ICG) das popula¢des amostradas foi relativamente baixo, variando entre 6 e
15 (Figura 2), devido ao facto de as amostras terem sido recolhidas no final do outono e inicio do inverno.
Considerando o ciclo reprodutivo da améijoa-boa, cuja época de desova acontece geralmente entre maio e
agosto (Matias, 2013), no final do outono e inicio do inverno, o desenvolvimento gonadal tende a ser
sempre mais baixo do que noutros meses do ano. Os niveis de infe¢cdo por Perkinsus nas populacdes
europeias tém vindo a ser estudados devido a sua associacdo a diferentes episédios de mortalidades
macica (Ruano et al., 2015). Neste estudo, foi utilizado um método semi-quantitativo de RFTM para avaliar o
nivel de infecdo por Perkinsus. Este método é facil de executar, sensivel e muito econdmico, sendo
vulgarmente utilizado para monitorizacdo da infecdo entre diferentes locais. No entanto, trata-se de um
método que ndo é especifico a espécie do parasita, para além de ser um método invasivo (envolve o
sacrificio do animal). Apesar de ndo permitir a distincdo entre espécies de Perkinsus, o método RFTM
permite a detecdo de todas as espécies conhecidas de Perkinsus, com excecdo de P. qugwadi (Blackbourn
et al., 1998). No presente trabalho, Perkinsus sp. foi detetado em todos os locais analisados, onde Ve e llh
foram os locais com maior e menor nivel de infecao por Perkinsus, respetivamente. Além disso, no mesmo

local, diferentes niveis de infegdo por Perkinsus sp. foram detetados em améijoas com tamanho/idade
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semelhante. Pelos resultados obtidos, pode sugerir-se que dentro do mesmo local, existem individuos com
diferente suscetibilidade/resisténcia para serem infetados pelo parasita, e/ou que existird um ndmero
limitado de parasitas em fase infetante nos locais. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos
por Ruano et al. (2015), que verificou a presenga de Perkinsus em diferentes locais de Portugal, Espanha e
Itdlia. De facto, a distribuicdo de Perkinsus spp. na Europa é extensa, variando do Atlantico Nordeste ao
Mar Mediterraneo (Ruano et al., 2015), sendo P. olseni a espécie mais prevalente. Apesar disso, ha pelo
menos dois locais de producdo de améijoa em Espanha (Camarifias e Noia/Testal), onde parasitas do
género Perkinsus nao foram detetados em R. decussatus (Darriba, 2017). Diferentes fatores podem afetar o
nivel de infegcdo por Perkinsus em moluscos, nomeadamente a abundancia de estagios infeciosos, a
hidrodinamica do ambiente, a densidade da populacdo hospedeira e a idade dos moluscos. Além disso, a
temperatura, a salinidade e a condi¢cdo dos organismos (stress, sistema de imunidade, estadgio gonadal,

disponibilidade de alimentos, entre outros) podem afetar o nivel de infecdo dos individuos num mesmo local.

D APLICACOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Tal como anteriormente referido, as mortalidades massivas que se verificam em diferentes zonas de
producdo de R. decussatus estdo muito vezes associadas a infecdo por Perkinsus sp. Assim, €
imprescindivel monitorizar de forma facil, rapida e econdémica os niveis de infecdo por Perkinsus dos
individuos de um determinado local. Desta forma, sera possivel selecionar os melhores reprodutores da
populacdo fundadora de um programa de melhoramento e a realizacdo de diferentes atividades
experimentais de suporte (por exemplo, otimiza¢@o do cultivo da espécie, challenge tests — ensaios de
infecdo controlados). Aumentando a atividade em 1&D associada a infecdo por Perkinsus, sera possivel
desenvolver programas de melhoramento da espécie com o objetivo de obter variedades mais

tolerantes/resistentes ao parasita.
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