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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Este manuscrito foi organizado em um Unico capitulo com a tematica do

mesmo apresentada a baixo:

Capitulo [: Intitulado Ocorréncia de Cistos de Microalgas Poterioochromonas
malhamensis em Camardo Amazo6nico Macrobrachium amazonicum. Apresenta um
estudo do TEMA DA DISSERTACAO em um ambiente costeiro estuarino e de
varzea do estado do Pard (Amazébnia brasileira). Neste pode-se contar com uma
metodologia baseada em coletas mensais durante um ano, andlises moleculares e
de microscopia Optica e resultados referentes a estas analises. Além de agregar um
levantamento bibliografico de estudos anteriores que abordam aspectos
fundamentais sobre o Camarao-da-amazénia como: Morfologia e ecologia, aspectos
da pesca e cultivo e as principais doencas que podem acometer os crustaceos. Mais
adiante temos este mesmo levantamento para as algas devido a espécie
Poterioochromonas malhamensis ter sido observada encistada no camaréo nativo

da Amazobnia.



RESUMO: O camarao palaemonideo Macrobrachium amazonicum representa um
importante recurso pesqueiro na Regido Norte do Brasil, além de ser uma das
espécies com expressivo potencial para aquicultura. Assim como em muitas outras
espécies aquaticas, estes crustaceos estdo sujeitos a diversos tipos de relacdes
ecoldgicas interespecificas, que podem trazer beneficios ou por outro lado, prejuizos
implicando no comprometimento do estoque, a viabilidade ecoldgica, alteracdes de
habitat, saide do consumidor, como também a sua viabilidade para aquicultura.
Entre estas interacfes bidticas pode-se destacar as microalgas que vivem em
simbiose com outros organismos. Exemplos mais atuais, incluem as simbioses de
algas com invertebrados, fungos, outras algas, vertebrados e com algumas espécies
de plantas vasculares. Em recentes coletas de campo foi observado com frequéncia
individuos de M. amazonicum apresentando cistos na porcao terminal do abdémen
exibindo similaridades com aqueles descritos nas infestacdes parasitarias por
microsporidios. No sentido de elucidar este fato, coletas mensais, com matapis e
tarrafas, foram realizadas no rio Caeté (Braganca/PA) e em uma regido de varzea do
rio Guama (Belém/PA). Estas coletas transcorreram durante 12 meses, sempre na
primeira maré vazante do dia e em um periodo de quatro horas. Os animais
capturados foram necropsiados e analisados em estereomicroscopio e microscopia
de luz. Também foram coletados fragmentos de 6rgdos parasitados e/ou cistos de
microrganismos e processados para microscopia optica e biologia molecular. Foram
capturados 611 camarfes, destes 46,97% dos individuos apresentavam cistos
localizados no ultimo segmento abdominal. Os resultados constataram que o0s
camardes estavam sendo encistado por uma alga flagelada da espécie
Poterioochromonas malhamensis ndo havendo, até o presente, registro de relacédo
entre a microalga com camardo ou mesmo em outro crustaceo. Para outros
organismos, h& apenas um estudo no qual reporta uma relacao simbibtica existente
entre esta microalga e o cupim Reticulitermes santonensis no qual desempenha um
papel na hidrélise da celulose. Os picos no nimero de cisto da microalga ocorreram
no més de novembro de 2015, periodo na regido amazbnica caracterizado por
apresentar pouca chuva, apresentando significancia estatistica na relacdo Numero
de cistos X Més (F= 2,042; P<0,05), Periodo X Ocorréncia de cistos (F= 37,75;
P<0,05) e para Periodo X Quantidade de cistos (F= 21,142; P<0,05). Essas altas
incidéncias podem estar relacionadas a ma qualidade da agua observadas nestes

ambientes no periodo de baixa pluviosidade. Os cistos s&o arredondados de



coloracdo esbranquicada, com paredes relativamente lisas e finas. Quando
comprimidos entre lamina e laminula ou, corados com HE e submetidos a
Microscopia de luz, é possivel a visualizagcdo do organismo livre. Foi possivel obter
sequéncias com fragmento de 781 pares de base, com 100 % de cobertura quando
comparadas com as amostras obtidas no NCBI. A andlise de maxima
verossimilhanca alocou as espécies de Chrysofites em dois grupos principais,
fortemente apoiado por alto valor de bootstrap (100%). A sequéncia da alga
crisoficeas identificada no camardo agrupou com as espécies reportadas para P.
malhamensis, com 100% de apoio, que apresentaram entre 100 e 99.95% de
semelhanca nucleotidica. P. stipitata também apresentou proximidade com o

agrupamento, exibindo uma similaridade de 99.9%.

Palavras-chave: Crustaceo, Palaemonideo, Varzea, Estuario, Amazonia.



Occurrence of Microalgae Cyst Poterioochromonas malhamensis in

Amazonian shrimp Macrobrachium amazonicum.

ABSTRACT: The palaemonid shrimp Macrobrachium amazonicum represents an
important fishing resource in the Northern Region of Brazil, besides being one of the
species with significant potential for aquaculture. As in many other aquatic species,
these crustaceans are subject to various types of interspecific ecological interactions,
which may bring benefits or, on the other hand, damages involving stock
compromise, ecological viability, habitat alterations, consumer health, as well as their
viability for aquaculture. Among these biotic interactions, we can highlight the
microalgae that live in symbiosis with other organisms. More current examples
include the symbioses of algae with invertebrates, fungi, other algae, vertebrates and
some species of vascular plants. In recent field collections, individuals of M.
amazonicum with cysts in the terminal portion of the abdomen were frequently
observed, exhibiting similarities with those described in the microsporidial parasite
infestation. In order to elucidate this fact, monthly collections, with matapis and cast
nets, were carried out in the Caeté River (Braganca/PA) and in a lowland region
(Varzea site) of the Guama River (Belém/PA). These collections took 12 months,
always in the first ebb tide of the day and in a period of four hours. The captured
animals were necropsied and analyzed in stereomicroscope and light microscopy.
Fragments of parasitized organs and/or microorganism cysts were also collected and
processed for optical microscopy and molecular biology. A total of 611 shrimps were
collected. Of these, 46.97% of the individuals had cysts located in the last abdominal
segment. The results showed that the shrimps were being encysted by a flagellated
seaweed of the species Poterioochromonas malhamensis, and there is no record of
the relationship between the microalgae and shrimp or even another crustacean. For
other organisms, there is only one study in which it reports a symbiotic relationship
existing between this microalgae and the termite Reticulitermes santonensis in which
it plays a role in the hydrolysis of cellulose. The peaks in the microalgae cyst number
occurred in November 2015, a period in the Amazon region characterized by low
rainfall, presenting statistical significance in the number of cysts vs Month (F = 2,042,
P <0,05), Period vs Occurrence of cysts (F = 37.75, P <0.05) and for Period vs
Number of cysts (F = 21,142; P <0,05). These high incidences may be related to



poor water quality observed in these environments during the low rainfall period. The
cysts are round, whitish in color, with relatively smooth and thin walls. When
compressed between slide and coverslip, or stained with HE and subjected to light
microscopy, it is possible to visualize the free organism. It was possible to obtain
sequences with of 781 base pairs fragment, with 100% coverage when compared to
the samples obtained in the NCBI. The maximum likelihood analysis allocated the
Chrysofites species in two main groups, strongly supported by high bootstrap value
(100%). The sequence of the chrysophyceal algae identified in the shrimp grouped
with the species reported for P. malhamensis, with 100% support, that presented
between 100 and 99.95% of nucleotide similarity. P. stipitata also showed proximity

to the cluster, exhibiting a similarity of 99.9%.

Key words: Poterioochromonas, Crustacean, Palaemonid, Lowland, Estuary,

Amazon.



INTRODUCAO GERAL

A familia Palaemonidae € um grupo muito diversificado de camardes da
infraordem Caridea com cerca de 950 espécies (ANGER, 2013). Entre estes as
espécies do género Macrobrachium (BATE, 1868) se destacam por possuir mais de
240 espécies atualmente conhecidas habitando regides tropicais e subtropicais.
Possuem por habitat principal areas de agua doce (DE GRAVE & FRANSEN, 2011).

Das espécies mais abundantes encontradas na regido amazonica destaca-se
o Macrobrachium amazonicum (HELLER,1862), um palaemonideo conhecido como
camardo-da-amazoénia nativo da regido Norte do Brasil, com alto nivel de ocorréncia
nas aguas interiores (VERGAMINI et al, 2011). E endémica do norte da América do
Sul (ODINETZ COLLART,1991a) e pode ser encontrada desde a Bacia do Orinoco
até a Bacia do rio Paraguai (HOLTHUIS, 1952; VERGAMINI et al, 2011; PILEGGI et
al, 2013).

O camarao-da-amazonia habita desde o estuario até regifes interiores; €
comum encontra-lo desde os grandes rios de agua turva, rico em sedimentos e sais
dissolvidos assim como, em rios de &guas brancas da Bacia amazbnica
(MAGALHAES, 2003) no qual, pode representar 80% da biomassa de
macrocrustaceos dulcicolas (ODINETZ-COLLART, 1993).

No Brasil, M. amazonicum é a espécie que apresenta expressivo potencial
para aquicultura por apresentar desenvolvimento e simples manutencdo em cativeiro
(MACIEL & VALENTI, 2014). Segundo Lob&o e Rojas (1991), apesar desta espécie
possuir um crescimento menor que o de outras do género, eles tém como
caracteristicas favoraveis ao cultivo ndo apresentar agressividade como aquelas
encontradas em outras espécies como Macrobrachium acanthurus (WIEGMANN,
1836) e Macrobrachium carcinus (LINNAEUS, 1758) além de possuirem maior
resisténcia a doengas. Outra boa caracteristica desta espécie, trata-se de possuir
atividade reprodutiva continua (SAMPAIO et al., 2007) no qual é intensificada nos
periodos mais chuvosos (SILVA, 2005; 2002), porém fémeas ovigeras sao
facilmente encontradas durante todo o ano, independente do periodo sazonal
(SAMPAIO et al., 2007).



Apesar de todas essas vantagens citadas, os camardes-da-Amazonia,
como em outros animais aquaticos, estdo susceptiveis a diversos tipos de
relacdes ecologicas interespecificas (IWANOWICZ, 2011). Estas podem trazer
por lado beneficios a espécie, contudo algumas podem refletir negativamente
comprometendo o estoque, a viabilidade ecologica, causar alteracdes de
habitat, saide do consumidor, como também a sua viabilidade para aquicultura
(IWANOWICZ, 2011). Estas relacdes podem ser de ordem harmdnicas ou
desarmoénicas. Esta ultima, dependendo do grau podem trazer consideravel
impactos para as espécies aquéticas envolvidas (IWANOWICZ, 2011). Assim,
a compreensao e as caracterizacdes das relacOes existentes entre diferentes
organismos aquaticos podem ser consideradas importantes, ndo somente para
0 sucesso do cultivo ou para a pesca extrativista mas, aqueles relacionados as
caracteristicas sanitaria de consumo dos individuos.

Tomando como exemplo as microalgas, apesar da maioria serem
organismos livres, existem algumas que vivem em associagdo simbidtica com
outros organismos no qual, incluem simbioses de algas com invertebrados,
fungos, outras algas, vertebrados e com algumas espécies de plantas
vasculares.

Entre os invertebrados, had 150 géneros pertencentes a 8 filos
conhecidos por possuirem relacdo de simbiose com algas (RAVEN 2001).
Tarayre et al., (2014) demostraram a relacdo de simbiose existente entre a
microalga Poterioochromonas sp. € o cupim Reticulitermes santonensis, que
ocorre devido os protistas desempenharem um papel na hidrélise da celulose e
estarem associados as bactérias em simbioses complexas.

Recentes observagdes em camarbes M. amazonicum coletados em
aguas costeira amazonica tém revelado uma grande incidéncia de animais
contendo cistos no ultimo segmento abdominal, exibindo similaridades com
aqueles descritos nas infestacfes parasitarias por microsporidio. Por outro
lado, o encistamento poderia apresentar uma relacdo interespecifica com
microalgas, que também tem sido reportada por produzir cisto. Assim, no
presente estudo estes cistos presentes foram entdo investigados no intuito de
elucidar tal ocorréncia com a identificagdo da espécie através de aspectos

morfologicos e de analises moleculares.



Ocorréncia de Cistos de Microalgas Poterioochromonas malhamensis em
camardo Amazonico Macrobrachium amazonicum

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

SINOPSE SOBRE OS CAMAROES DULCICOLAS

Na regido Amazodnica sdo registradas 63 espécies de crustaceos
decapodes de 4gua doce, 40 destas sdo caranguejos e 23 camardes. Estes
pertencem as duas Unicas familias, Sergestidae e Palaemonidae e habitam os
corpos de agua da Bacia Amazénica (VIEIRA, 2006 a, b).

Diferentes dos camardes marinhos, as fémeas dos palemonideos
incubam ovos no abdémen até as larvas eclodirem (NEW, 2000). A grande
maioria das espécies de &gua doce que despertam interesse comercial
pertencem ao género Macrobrachium (VALENTI, 1989; 1998), que apresenta
uma ampla distribuicio no mundo (HOLTHUIS, 1952; GOMES-CORREA,
1977).

Os camardes tém o corpo dividido em duas regides bem distintas que
sdo o cefalotérax e o abdome. A maior parte possui um rostro proeminente com
dentes dorsais para alguns géneros, outros com dentes na regido ventral, e
ainda nas duas porcdes rostrais. Os olhos sdo pedunculados e no cefalotérax
esta localizado um par de antenas e anténulas, mandibulas, maxilas e um par
de maxilulas (D’INCAOQO, 1999) (Figura 1).

O cefalotérax possui em pares: trés maxilipodes e cinco pereiépodes.
Os primeiros somitos abdominais (primeiro ao quinto) apresentam apéndices
(plebpodes) apropriados para a natacdo, 0 sexto somito encontra-se
modificado em um par de urépodes, tendo o abdome um télson final. Nos
machos, os enddpodes do segundo plebépode sdo modificados em 6rgao
tubular - o petasma, e nas fémeas, os receptaculos seminais formam o télico.
Este 6rgdo sexual altera de depressbes abertas a par de bolsas, localizado

préximo a base do quarto par de pereiépodes (D’INCAO, 1999) (Figura 1).
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Figura 1: Modelo esquemético geral da morfometria de camardes. Detalhe para o segundo somito que
caracteriza um camaréo dulcicola (Adaptado de Bentes, 2011).

FAMILIA PALAEMONIDAE

A familia Palaemonidae possui 137 géneros e 967 espécies (AHYONG
et al., 2011). Esta apresenta grande potencialidade para o cultivo (BUCKUP E
BOND-BUCKUP, 1999), apresentando espécies do género Macrobrachium que
se destacam, principalmente: M. amazonicum (DE MAN, 1879); por ser
encontrado em alta abundéncia nos ambientes estuarinos, por constituir uma
importante fonte de proteina para as populacdes locais e também por ser
explorada comercialmente (FREIRE, 2012).

Macrobrachium amazonicum

O M. amazonicum conhecido popularmente por camarao-da-amazonia,
possui distribuicdo da Venezuela a Argentina, no Equador e Peru (PILEGGI et
al., 2013). Ocorrem em lagos, reservatorios, planicies aluviais e rios nas
regiBes tropicais e subtropicais da América do Sul (MAGALHAES, 2003).
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Na regido amazobnica, este camardo habita desde o estuério até regides
bem interiores sendo bastante comum nos grandes rios de agua turva, rico em
sedimentos e sais dissolvidos como os rios de aguas brancas da Bacia
Amazobnica no qual pode representar 80% da biomassa de macrocrustaceos
(ODINETZ-COLLART, 1993).

O camarao-da-amazonia pode ser separado em dois grupos com
relacdo a seu ambiente de habitac&o: as popula¢cdes costeiras que ocorrem em
rios de estuario e dependem de agua salobra para completar seu ciclo de vida;
e as populacdes continentais que habitam em rios, lagos e outros corpos
d’agua e que ndo possuem contato com o litoral ((MORAES-VALENTI E
VALENTI, 2010).

As principais caracteristicas da espécie sdo: rostro longo,
ultrapassando a extremidade do escafocerito, margem superior provida de 9 a
12 dentes distribuidos irregularmente, com 7 ou 8 dentes proximais que
formam uma crista basal sobre a 6rbita, a margem inferior € composta de 8 a
10 dentes; o telson €& pontiagudo com espinhos curtos; sua coloracdo €
transparente, quase incolor; os machos adultos sdo maiores que as fémeas; o
macho no segundo par de plebpodes possui uma estrutura alongada, chamada
de petasma, esta € adjacente ao apéndice interno e é utilizada durante a
copula; as fémeas tém o segundo par de quelipodes menor e com poucos
espinhos (MELO, 2003a) (Figura 2).

Esta espécie apresenta importancia econdmica por ser utilizada como
fonte alimentar, (MORAES-RIODADES E VALENTI, 2001; FREIRE E BENTES,
2008). Além disto, vem demostrando potencial para a aquicultura, por possuir
caracteristicas propicias para esta atividade como: pode ser estocada com
altas densidades em tanques de cultivo, onde a produtividade, segundo
Vetorelli (2004; 2008) pode alcancar até 70 pos-larvas/L, na fase larval
apresenta uma alta taxa de sobrevivéncia e um periodo de cultivo curto
(MACIEL e VALENTI, 2009), é detentora de grande capacidade de adaptacéo e
de estratégias de reproducédo (FRANA et al., 2003).

E uma espécie abundante, de bom potencial pesqueiro e para
aguicultura, habita as areas marginais de regides alagadas pouco profundas, é

capaz de resistir durante um longo periodo a situacdes adversas do meio



11

ambiente como aumento da temperatura, reducdo do oxigénio e altos teores de
salinidade (MACIEL E VALENTE, 2014). Esta espécie é largamente explorada
pela pesca artesanal no estado do Pard e Amapa, onde ha um mercado
significativo (MORAES-RIODADES, 2001).
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Figura 2: A) Exemplar macho do camardo Macrobrachium amazonicum, coletado na regido Norte do
Brasil. Fonte: Aquadata.

CARACTERIZACAO DA PESCA DE CAMARAO

Em se tratando de pesca global, sdo capturados anualmente
aproximadamente 3,4 milhdes de toneladas de camardes, o que faz deste
recurso, considerando apenas valores, a categoria pesqueira mais importante
comercializada mundialmente (GILLETT, 2008; FAO, 2009). Ja no ano de 2010
a producédo passou de 470.000 t para camardes de agua doce (FAO, 2010).

Na regido Amazbnica o desembarque de camarbes provém de duas
frotas de embarcacbes diferentes: a frota industrial e a pesca artesanal
(BARTHEM et al, 1987). A pesca artesanal na Amazonia brasileira
particularmente tem revelado expressiva contribuicdo ao fornecer alimento a
populacdo local e paralelamente na geracdo de renda, através da
comercializacdo do pescado nos mercados dos centros urbanos regionais
(ISAAC et al., 1996).

A pesca artesanal tem propriedades bastante variadas, no que diz
respeito ao comprimento de embarcacgédo, capacidade de carga, pesqueiros
onde operam e estogues que exploram. Esta modalidade é exercida por

pescadores que possuem embarcacdes com casco de madeira e tém caixa de
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gelo adaptada para resfriar e conservar o pescado. S&do donos de tecnologia
simples, com a producéo voltada para a subsisténcia e/ou mercado (ESPIRITO
SANTO, 2002).

Segundo Aragéao et al., (2001) a pesca de pequena escala acontece em
baias, estuarios e aguas rasas (Figura 3), todavia, informagBes com maior
riqueza de detalhes sobre esta atividade ndo estdo disponiveis na literatura
especializada e ndo existem estatisticas sobre os desembarques.

O camarao-da-amazonia é um importante recurso para a pesca
artesanal e o mesmo pode ser capturado de varias maneiras no estado do Para
(Figura 3). Contudo, é difundida a utilizacdo de armadilhas conhecidas como
“matapis”. O mesmo € confeccionado com varetas finas de talas das palmeiras
‘juba” (Astrocaryum spp. e Atrix spp.) ou “jupati” (Raphia vinifer), amarradas
com cipd, formando uma estrutura cilindrica, fechada em cada extremidade em
forma de funil. A isca utilizada para atrair o camardo € o fruto da palmeira
“babacu” (Orbignya speciosa), comercializada na forma de farinha nos
mercados regionais (AZEVEDO, 2004).
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Figura 3: A e B Pescadores artesanais utilizando tarrafa e puca para captura de camarao; C e D Pescadores artesanais
a caminho da armadilha matapi usado para as coletas dos individuos nos dois locais, na regido de Braganca e Belém —
Pa. IMAGEM: Freire, 2007
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N&o existem dados especificos de producdo de M. amazonicum oriundo
das areas no entorno da cidade de Belém e ilhas adjacentes. Entretanto, em
pescarias experimentais realizadas no Baixo Tocantins, o rendimento obtido foi
em meédia de 100g/matapi/noite, tanto a jusante quanto a montante da
barragem da UHE de Tucurui/PA (ODINETZ COLLART e MOREIRA, 1993).
Contudo, segundo estes autores, as capturas maximas da pesca do camaréo-
da-amazbnia sdo registradas na regido de Cametd/PA em que se atinge um

rendimento de cerca de 280 a 350 g/matapi/noite.

CULTIVO DE CAMARAO

Foi registrado por Porto (1998) que em todo o Brasil ocorrem 19
espécies de Macrobrachium (das 33 que ocorrem no continente americano),
das quais trés, o M. amazonicum (camarao-da-amazonia, regional, cascudo ou
canela), e os camardes-pitis — M. acanthurus e M. carcinus, apresentam
importante interesse comercial e sdo indicadas para o cultivo por apresentarem
facil manutencdo, alta fecundidade, rapido crescimento e rusticidade
(VALENTI, 1985; VALENTI et al.,1986).

A espécie M. amazonicum possui caracteristicas favoraveis para esta
atividade como, pode ser estocada com altas densidades em tanques de
cultivo, onde a produtividade, segundo Vetorelli (2004; 2008) pode alcancar até
70 pos-larvas/L, na fase larval apresenta uma alta taxa de sobrevivéncia e um
periodo de cultivo curto (MACIEL e VALENTI, 2009), € detentora de grande
capacidade de adaptacéo e de estratégias de reproducao (FRANA et al., 2003).

A IMPORTANCIA DO ESTUDO DE ORGANISMOS INVASORES DE
ANIMAIS AQUATICOS

A transmissdo de doencas pode ocorrer de forma variada entre os
organismos aquaticos e devido este ambiente, ser de certo modo bastante
homogéneo, facilita a propagacado e distribuicdo desses agentes (KUBTIZA &
KUBTIZA, 2004; KLEIN et al., 2004).
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Alguns organismos invasores sao responsaveis por reduzir o tamanho
do hospedeiro e a sobrevivéncia do mesmo, de forma direta ou indiretamente.
O efeito direto, como debilidade do hospedeiro, pode ocasionar consequéncias
indiretas, dentre elas, aumentar a vulnerabilidade a predadores e diminuicdo da
resisténcia a pressdo do ambiente (EIRAS, 2004), podendo facilitar o
aparecimento de infecgbes secundérias, por fungos e bactérias (THATCHER,
2006).

Dentre os organismos invasores dos animais aquaticos, encontram-se
espécies dos reinos Animalia, Fungi e Protista, contribuindo com grande parte
dos microorganismos causadores de doencas em organismos aquaticos de alto
valor comercial.

Apesar das algas pertencerem ao Reino Protista e estarem presentes
tanto nos ambientes marinhos quanto de 4gua doce, ndo ha registros destas
infectando ou como causadoras de danos intramuscular em animais aquaticos.
Contudo, é conhecido que as mesmas possuem toxinas que podem ser
acumuladas em moluscos ou crustaceos (GEOHAB, 2001). Apesar disto, ndo
ha relatos da ocorréncia de microalgas invadindo o tecido desses animais,
apenas sobre o compartiihamento do mesmo ambiente gerando danos por
algumas serem nocivas.

Tarayere et al., (2014) reportaram a ocorréncia da microalga
Poteriochroomonas sp. no trato digestivo do cupim Reticulitermes santonensis,
e afirmam que este evento se da como uma relacdo de simbiose, em que a
alga quando em condicdo ambiental desvantajosa, encista e no trato digestivo
do cupim metaboliza a glicose; esta compde a celulose, ingerida por R.
santonensis. Outra explicacdo pode ser que Poterioochromonas sp. utiliza
glucose resultante da hidrélise da celulose pela microflora celulolitica.

As algas Crysofites sdo conhecidas por produzirem toxinas (REICH E
SPIEGELSTEIN, 1964; SPIEGELSTEIN et al., 1967; HALEVY E AVIVI, 1968).
As toxinas das mesmas foram descritas como substancias polares solUveis em
agua (HALEVY et al., 1971; HANSEN, 1973), mas nao foram completamente
caracterizadas. Elas demonstram inibir o crescimento bacteriano (HANSEN,
1973), lisar eritrocitos de mamiferos (SPIEGELSTEIN et al., 1969; HALEVY et
al.,, 1971, MAGAZANIK E HALEVY, 1973) e possuir atividade ictiotoxica
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(REICH e SPIEGELSTEIN, 1964; SPIEGELSTEIN et al., 1969; HALEVY et al.,
1971; MAGAZANIK E HALEVY, 1973). Tais podem ser excretadas pelas
células e tém sido estudadas por afetar negativamente 0s organismos
aguaticos, mesmo que as células ndo sejam ingeridas (HALEVY et al., 1971,
BOXHORN et al., 1998).

SINOPSE SOBRE AS ALGAS

As algas compdem um grupo de seres vivos aquaticos amplamente
diversificado. Possuem 9 divisdes de organismos eucaridticos e 2 divisdes de
procarioticos, sao seres relativamente bem adaptados podendo ser
encontradas em praticamente todos os tipos de habitats da Biosfera: agua
doce, salgada, gelo, solos, rochas e cascas de arvores. Ocorrem em ambientes
extremos como regides polares e desérticas, isso se deve ao fato delas
possuirem eficientes adaptacbes morfo-fisiolégicas. Em geral as algas
planctdnicas sdo hdébeis em utilizar a energia luminosa e 0s nutrientes
dissolvidos (RAVEN et al., 2001).

Possuem extrema importancia ao fato de representarem o primeiro elo
da cadeia alimentar aquatica (FALKOVISKI & RAVEN, 1997). Por ndo terem
tecidos vasculares e o talo ndo se diferenciar em raiz, caule ou folhas,
deixaram de ser classificadas como um sub-reino primitivo no reino das plantas
(HUTCHINSON, 1961).

Elas possuem reproducdo assexuada e sexuada. Na primeira podem
ocorrer divisdo binaria, fragmentacdo e zoosporia e na reproducdo sexuada
pode ser por fusdo celular em algas unicelulares, conjugacdo de algas
filamentosas e alternéncia de geracdes vegetativa por autdosporos ou
Z0oOSsporos.

Ainda, as algas podem ser microscOpicas ou macroscopicas,
apresentam uma grande diversidade de formas, deste modo podem ser
visualizadas em formas unicelulares, coloniais, pluricelulares e cenociticas.
Podem ser suspensas (planctbnicas), fixas (perifiticas) ou no fundo
(bentbnicas) (RAVEN et al., 2001).



18

A maioria dos organismos que compde as algas tém por especialidade a
capacidade de sintetizar energia luminosa em matéria organica e apesar dos
organismos fitoplanctonicos representarem apenas 1% da biomassa capaz de
realizar fotossintese no planeta, elas séo responsaveis por 48% da producao
priméria anual da terra (FIELD et al., 1998).

Devido a presenca de clorofila algumas exibem coloragédo verde,
entretanto, segundo Baldauf (2008), sucessivos eventos de endossimbiose
deram origem a outros tipos de algas com cor vermelha ou marrom devido a
presenca de outros pigmentos como xantofilas, além da clorofila, os quais
mascaram a coloragdo verde. Além disto, algumas algas possuem capacidade
de nutricdo heterotrofica ou mixotréfica (MADIGAN, MARTINKO, PARKER,
2004).

Embora sejam organismos livres, existem algas que vivem em
associacdo simbidtica com outros organismos, 0s exemplos mais atuais,
segundo Raven (2001), incluem simbioses de algas com invertebrados, fungos,
outras algas, vertebrados e com algumas espécies de plantas vasculares.
Entre os invertebrados, Raven cita que ha 150 géneros pertencentes a 8 filos
conhecidos por possuirem relagéo de simbiose com algas.

As algas estédo distribuidas em seis grandes grupos: Clorophytas (algas
verdes), Rodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas pardas),
Dinoflagellata (dinoflagelados), Euglenophya (euglendides) e Crysophyta (algas
marrom-douradas e diatoméaceas) (BICUDO E MENEZES, 2006).

E crescente o interesse no estudo desses organismos devido a
possibilidade da aplicacdo comercial em distintas areas como na nutricdo, na
saude humana e animal, no tratamento de aguas residuais, na producdo de
energia e na obtencdo de compostos de interesse das industrias alimentar,
quimica e farmacéutica, dentre outras (BRUNO, 2001; GROBBELAAR, 2004,
RICHMOND, 2004). Além disto, possuem grande importancia junto ao
ambiente em que habitam por encontrarem-se na base da cadeia alimentar dos
ecossistemas aquaticos. Contudo também existem algas que podem causar
danos ao ambiente por serem nocivas por produzirem toxinas ou por causar
impactos negativos ao ecossistema. Sournia et al (1991) estimaram em 5.000

as espécies que constituem o fitoplancton, das quais aproximadamente 300



19

podem ocorrer em grandes densidades na agua do mar. Entre as 5.000,
aproximadamente 40 espécies produzem toxinas (HALLEGRAEFF, 1998).

FILO CHRYSOPHYTA (PASCHER 1914)

As algas Chrysophyceae heterotroficas e mixotréficas possuem grande
diversidade em ambientes continentais e marinhos, sédo praticamente todas séo
microscopicas, solitarios ou coloniais.

Estes organismos possuem estruturas de silica especificas de espécies,
que sao formadas em vesiculas de deposi¢cédo de silica derivadas do aparelho
de Golgi e classificadas em duas classes intimamente relacionadas:
Chrysophyceae e Synurophyceae (ANDERSEN, 2007).

Alguns estudos moleculares anteriores encontraram uma relagéo
parafilética para Chrysophyceae e Synurophyceae (EG LAVAU et al., 1997;
CARON et al., 1996), no entanto Andersen (2007) mostra que pode haver
suporte molecular, embora fraco, para separar as duas classes.

Células tipicas de crisofitos contém um ndcleo, flagelos, vacuolos
contracteis, complexo de Golgi, cloroplastos, mitocdndrias e vesiculas de
crisolaminarina (GIBBS, 1981) (Figura 3). Apesar de haver uma série de
diferencas entre as duas classes, ambas compartiham um uUnico carater
morfolégico, um cisto de silicio que tem um poro especial, selado com um
tampao (ANDERSEN et al., 1999).

O tema da reproducdo sexual é raramente levantado para os crisofitos
(WAWRIK, 1960; 1970; 1972; SANDGREN & FLANAGIN, 1986). Portanto,
estagios hapldéides e dipléides do mesmo organismo ou dimorfismo masculino e
feminino também podem causar problemas.

Acredita-se geralmente que a reproducdo sexual é necessaria para
produzir cistos, contudo, quando as células séo isoladas individualmente nao
ha producéo de cistos (SANDGREN, 1980; 1989; SANDGREN E FLANAGIN,
1986).

Com o avanco da tecnologia, o uso de microscopia eletrbnica,

juntamente com estudos da composi¢ao de pigmentos fotossintéticos e estudos
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comparando sequéncias moleculares provocaram uma revolugdo na
classificacdo biolégica desse grupo (ANDERSEN, 2007).

A partir do uso de novas técnicas para identificacdo, novas classes
foram surgindo fragmentando as que ja existiam ou tornando mais confusa o
entendimento delas, como é o caso da separacdo das classes Chrysophyceae
e Synurophyceae em que as classificacdes tradicionais baseadas na
morfologia microscopica leve sdo contraditorias com as analises filogenéticas
moleculares, em que para a primeira, € nitida essa separacdo contudo 0s
resultados filogenéticos mostram um suporte fraco para a separagédo das duas
classes (ANDERSEN, 2007).

Desde a década de 1960, as Chrysophytas sdo estudadas, os géneros
Poterioochromonas e Ochromonas foram conhecidas ou suspeitas por
produzirem toxinas (REICH & SPIEGELSTEIN, 1964; SPIEGELSTEIN et al.,
1967; HALEVY & AVIVI, 1968). A toxicidade foi demonstrada para varias
espécies como, Ochromonas danica, O. minuta, O. sociabilis e outras
Ochromonas spp. e de Poterioochromonas malhamensis (LEEPER &
PORTER, 1995; BOXHORN et al., 1998).

As toxinas foram descritas como substancias polares sollveis em agua
(HALEVY et al.,, 1971; HANSEN, 1973), mas nao foram completamente
caracterizadas. Estas toxinas, apds serem extraidas tém demonstrado inibir o
crescimento bacteriano (HANSEN, 1973), e possuir atividade ictiotoxica
(MAGAZANIK e HALEVY, 1973). Elas séo excretadas pelas células e podem
afetar negativamente os organismos aquaticos, mesmo que as células ndo
sejam ingeridas (HALEVY et al., 1971; BOXHORN et al., 1998). Apenas poucos
estudos, no entanto, examinaram os efeitos destas no zooplancton (LEEPER &
PORTER, 1995).
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Figura 4: Modelo esquematico de Poterioochromonas sp. com suas organelas a amostra. Adaptado de:
http://www.sinicearasy.cz/134/Chrysophyceae

CLASSE SYNUROPHYCEAE (ANDERSEN, 1987)

As Synurophyceae pertencem ao Reino Eukaryota e estdo inseridas no
sub reino Stramenopiles (Heterokonta) (REVIERS, 2003). Elas possuem
cloroplastos com lamelas formadas por trés tilacéides adulterados, os quais,
por sua vez, estdo rodeados por uma lamela de cinturéo tipo saco (DODGE,
1973).

Os pigmentos de cloroplasto geralmente incluem a clorofila a e ¢, bem
como uma ampla gama de carotenos e xantofilas (ANDERSEN E MULKEY,
1983; JEFFREY E VESK, 1997). O produto de armazenamento celular tipico €
um glucano ligado a beta (laminarina, crisolaminarina) (ARCHIBALD et al.,
2002). As células de natacdo geralmente tém um flagelo peludo e imaturo e um
segundo aglomerado liso (LEADBEATER, 1989). Ocorrem em varios estagios

de vida (por exemplo, aglomerado, capsoide, cocoide) para uma unica espeécie
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(LEADBEATER, 1989); além dissode acordo com o genoma nuclear, este
grupo esté filogeneticamente relacionado com os pseudofungos.

Poterioochromonas malhamensis

As algas flageladas P. malhamensis sdo importantes componentes do
plancton na ecologia de ambientes aquaticos, podendo ocorrer em ambientes
de agua doce, salobro, marinho e no solo. S&o mixotroficos e apesar de possuir
caracteristicas fotossintetizantes a espécie cresce muito mais rapidamente
quando se alimenta de bactérias, com taxas de ingestdo e crescimento
comparaveis a protozoarios estritamente heterotroficos (CARON et al., 1996;
BOXHORN; HOLEN e BORAAS, 1998). Podem se alimentar de particulas
organicas, bactérias e certas espécies de algas verdes, cianobactérias e
diatomaceas (DALE, 1983; ZHANG, 2008; BOXHORN, HOLEN e BORAAS,
1998, KRISTIANSEN, 2001).

A reproducdo dessas algas é assexuada por divisdo celular durante o
estagio movel ou palmeléide. E um organismo unicelular, livre-natante, célula
nua e esférica, cilindrica ou fusiforme, algumas vezes metabdlica e possui
operiplasto liso. Ocorrem um ou dois cromoplastidios, pirenoide presente ou
nao, um a quatro vacuolos contrateis apicais. O estigma pode estar presente
associado a regido basal do flagelo reduzido (HOLEN e BORAAS, 1998).

Raven (2001) considera a situacdo taxonémica das Poterioochromonas
confusa devido a carapaca desta por vezes estar presente e por vezes
ausente. Ela tem um tamanho de 2 a 30 ym com um flagelo comprido e um
flagelo curto, este dltimo € protegido por uma carapaca quitinosa no final um ou
dois cloroplastos e, ocasionalmente, um estigma (ANDERSEN et al., 1992).

Embora possuir considerada importancia bioldgica, a sua historia de vida
ainda é pouco compreendida, para se dimensionar a importancia do género,
em pesquisa nas bases digitais Web of science, Science direct, Highware press
e Cambridge Journal Online (utilizando como palavra-chave o nome da
espécie), foram encontrados 147 registros envolvendo de forma direta as

espécies de Poterioochromonas.
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Apesar disto é conhecido por diversos autores a importancia de algumas
microalgas pertencente a esta linhagem, alguns descrevem a ocorréncia de
toxinas com capacidade de causar danos ao ambiente e aos animais (REICH E
SPIEGELSTEIN, 1964; SPIEGELSTEIN et al., 1967; HALEVY & AVIVI, 1968).
Além disto, & relatos da mesma em uma relacdo de simbiose com uma espécie
de cupim (TARAYRE et al., 2014). Devido ao seu pequeno tamanho e alta taxa
metabdlica, eles também podem ser importantes na regeneracdo de nutrientes
(ROTHHAUPT, 1997). Existe ocorréncia de dados a respeito de formacéao de
cistos de resisténcias por esta espécie (ANDERSEN, 1986; ANDERSEN et al.,
1987; ANDERSEN, 1989; ZHANG, HU, HONG E YANG, 2008).

FORMACAO DE CISTOS POR MICROALGAS FLAGELADAS

Formar cistos de resisténcia € bastante comum para algas flagelada
(MATSUOKA & FUKUYO, 1987). Geralmente, o aumento de populagbes
dessas microalgas ocorre por reproducdo assexuada, contudo quando em
condicbes desfavoraveis, ha uma transicdo para a reproducdo sexuada,
formando novos individuos em um ambiente hostil, o que induzira a formacéo
de cisto de resisténcia (ANDERSON, 1980).

Devido a sua forma macica e por ser constituido de silica, o cisto recém-
formado tende a afundar e portanto passa a fazer parte da fauna bentdnica do
ambiente, permanecendo por um periodo no sedimento. Este periodo é
principalmente caracterizado pela auséncia de crescimento (MATSUOKA &
FUKUYO, 1987).

A duracdo do periodo do encistamento é importante para a
determinacdo da época em que as floracbes podem acontecer no ambiente,
assim quando se tem um curto periodo de vida do cisto sera possivel a
ocorréncia de varias floragdes durante o ano (ANDERSON, 1998).

O cisto quando no sedimento, se desloca no ambiente aquatico com
comportamento similar a uma particula de silte ou argila (MATSUOKA &
FUKUYO, 1987). Zonas de acumulacdo podem surgir devido as caracteristicas

do ambiente, estas areas sdo conhecidas por "leitos de cistos", que sao
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normalmente lugares que possuem como caracteristica sedimentos finos do
tipo argila (ANDERSON et al., 1995).

Os cistos em geral possuem principalmente a funcdo de manutencao da
carga genética da populacdo através da meiose, proteger o organismo contra
os fatores ambientais adversos, colonizagdo no ambiente, e a dispersdo das
espécies através de correntes (DALE, 1983). Além disto, eles podem operar
como um reservatorio da espécie no ambiente (STEIDINGER & BADEN, 1984,
ANDERSON, 1997).

JUSTIFICATIVA

A fauna decapode é abundante e tipica nos ecossistemas fluviais do
estado do Pard, para tanto, estudos voltados para a organizacao e sanidade
desses organismos, é de fundamental importancia, pois devido ao grande
namero de variaveis existentes no meio aquatico, quando alterados além dos
limites aceitaveis, de origem natural ou por acdo antropica; podem predispor 0s
organismos aquaticos a agentes invasores, que podem provocar enfermidades
(GENOVEZ et al., 2008).

Os impactos ocasionados por organismos invasores podem ser
socioeconémico, sanitario e ecologico, manifestando-se de forma direta ou
indireta, através da reducdo no tamanho do animal com a diminuicao da
conversao alimentar, “castracdo” parasitaria e consequente reducdo dos
estoques pesqueiros (PAVANELLI, EIRAS & TAKEMOTO, 2002).

O conhecimento da fauna invasora dos crustaceos é de grande
interesse, pelo que representa para a saude publica, uma vez que podem ser
portadores de zoonoses.

Tendo em vista o potencial dos camardes tanto na atividade
camaroneira principalmente para o estado do Pard assim como para a
carcinicultura, levando em consideracdo as caracteristicas deste no que se
refere a alto potencial hidrico, territério com uma area com cerca de 34,5% da
Bacia Amazobnica, excepcionais condi¢Bes climéticas, grande quantidade de

espécies nativas. Deste modo, pode-se afirmar que estudos que visam
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caracterizar o perfil invasor da carcinofauna, provenientes do Nordeste
Paraense, sdo fundamentais ndo somente para controlar a disseminacéo de
organismos indesejados que geram desequilibrio nos ecossistemas aquaticos e
gue podem provocar grandes prejuizos econdmicos para a Aquicultura, mas
viabilizar a real importancia para consumo humano e potencial de cultivo.

Pesquisas sobre a organismos invasores do camarao M. amazonicum,
em ambientes de varzea e estuarino, sdo importantes para o estabelecimento
de bancos de dados, e também séo ferramentas que vém auxiliar na criacao de
métodos e diretrizes que servirdo como embasamento para um futuro
gerenciamento do uso desse recurso natural, considerando a relagdo
dependente das populacdes ribeirinhas a esse recurso, bem como, delimitando
um possivel manejo sanitario eficiente.

Desta forma é importante a realizacdo de estudos que caracterizem o
perfil desses organismos que possuem relacdo ecolégica com o camardo M.
amazonicum, a fim de verificar e conter a disseminacdo de organismos que
possam vir a gerar desequilibrio nos ecossistemas aquaticos.

Além disto, o conhecimento da ocorréncia de crisofitos é util para o
monitoramento do estado e mudancas de qualidade dos corpos de agua.
Portanto, este estudo irda descrever os aspectos morfolégicos e moleculares da
alga Poterioochromonas malhamensis pertencente a Classe Synurophyceae
registrados no camardao M. amazonicum, contribuindo para o conhecimento do

estado sanitario da carcinofauna amazonica.

2. OBJETIVOS

Geral

Identificar o0s cistos observados no camardo de agua doce

Macrobrachium amazonicum na regiéo norte do Brasil.
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Especificos

Identificar os 6rgdos do hospedeiro mais frequentemente encistados;
Determinar a prevaléncia do cisto em relagdo a idade e sexo;

Verificar a sazonalidade de ocorréncia de encistamento;

Y V VYV V

Realizar a caracterizacdo molecular da espécie encistante.

HIPOTESES

_Hi: A sazonalidade influencia a incidéncia da espécie encistante no camaréo
M. amazonicum.
_Ho: A sazonalidade néo influencia a incidéncia da espécie encistante no

camardo M. amazonicum.

3. MATERIAL E METODOS

l. PONTOS DE COLETA

A area de estudo foi dividida em duas regides distintas, uma de estuario
localizado na peninsula de Braganca, no estuario do rio Caeté, Braganca, Para;
e a outra na varzea do rio Guama na cidade de Belém, Parad. Os locais
incluidos no desenho amostral respondem a um gradiente de exposicao ao
mar, denotando a conformacao de ambientes heterogéneos.

Furo do Taici - Braganca: 0° 58 08.48” S e 46° 44’ 15.74” O, localiza-se

na parte proxima ao continente, possui influéncia de agua doce, com salinidade

meédia anual de 13,6; apresentando-se como ambiente pouco salino com baixo
trafego de embarcacdes e sem moradores no entorno - baixa interferéncia
antropica (PINHEIRO, 2011) (Figura 5).

Véarzea Belém: 1° 27° 23.9” S e 48° 25’ 50.1” O, encontra-se junto ao

continente, possui maior influéncia de agua doce sem ocorréncia de salinidade;

possui influéncia do rio Guama. E um ambiente com alto trafego de
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embarcacdes com moradores no entorno - alta interferéncia antropica (Figura

5).
@ s (b) (c)
‘ . Okm 100km
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Figura 5: Localizagdo dos dois locais de trabalho em que estdo marcados Ponto 1: Varzea do rio Guama,
Belém-Pa; Ponto 2: Furo do Taici, Braganca-Pa.

I. CAPTURA DOS INDIVIDUOS

Os exemplares foram coletados mensalmente desde marco de 2015 até
marco de 2016, para o Ponto 1 e de julho de 2015 a margco de 2016 para o
ponto 2. Esta diferenca nas datas, se deu por ter-se notado a possibilidade de
ocorréncia de exemplares de camardo com presenca de cistos em pontos
distintos. Nos dois locais, efetuou-se a coleta na primeira maré vazante do dia,

em um periodo de quatro horas. Todos os procedimentos experimentais deste
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trabalho encontram-se aprovados pelo Comité de Etica (CEUA - UFRA
013/2014), Docente/Responsavel: Prof. Dr. Edilson Rodrigues Matos.
Realizou-se as coletas biolégicas com o auxilio de apetrechos de pesca
do tipo matapi e tarrafa (figura 6). A isca utilizada para a pesca foi a farinha de
“babacgu” (Orbignyas peciosa) comumente utilizada pelos pescadores que
atuam na Baia do Guajara — Belém. A tarrafa possui malha 12 mm, fio de nylon

com 0.25 mm, altura 2,20 m e roda 15 m.

Figura 6: Tarrafa e matapi usados para as coletas dos individuos nos dois locais. Figura A) Tarrafa; B) e
C) Matapi. Utilizados durante o periodo seco e chuvoso entre os meses de marco de 2015 a margo de
2016, na regido de Braganca e Belém — Pa.

Os camardes foram acondicionados em sacos plasticos, devidamente
identificados, contendo aeracdo artificial, apés isto, transportados vivos até o
Laboratério de Pesquisa, onde permaneceram em aquarios, contendo agua
proveniente do proprio habitat, até que se procedesse as analises.

Nos aquarios, 0os animais foram anestesiados com Tricaina Metano
sulfonato (MS222 SIGMA) na concentracdo de 50mg/L, para analise

microscoépica. Posteriormente, toda a superficie corplrea externa e 0s 6rgaos
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internos foram examinados através de microscopio estereoscopico, para

verificar a existéncia de lesdes ou cistos.

. DISSECACAO DOS ESPECIMES

Para esta etapa sdo realizadas incisdes, com bisturi e tesoura, na regido
do cefalotorax, de modo a expor 0s 6rgdos para serem examinados com auxilio
de pincas anatbmicas, a fim de encontrar lesdes, cistos, tumefacdes e
manchas leitosas. Todos os dados foram registrados em ficha de coleta (Anexo
1). Dos tecidos onde se encontram possiveis focos de desenvolvimento de
parasitas, retiram-se pequenos fragmentos, coletados com pingas; estes sdo
colocados entre lamina e laminula, com uma gota de agua, para ser realizada a
observacao através de microscopia de luz (ML).

A confirmacdo por ML é necessaria para obtencdo de um diagnéstico
confidvel, uma vez que os cistos podem ser de gordura, de secrecao glandular
assim como, as manchas ou tumefacdes podem ter sido causadas por outros

agentes exdgenos, inclusive por residuos existentes no meio aquéatico.

V. PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

i. Microscopia de luz

Fragmentos de tecidos e/ou cistos foram comprimidos entre lamina e
laminula, examinados em preparacdes a fresco e observados em microscopia
de luz. Confirmado a presenca de algo, os tecidos foram fixados em Davidson
(alcool 95%, formaldeido, acido acético e agua destilada) e processados pelas
técnicas habituais para inclusdo em parafina, corados com Hematoxilina e
Eosina (HE), Ziehl-Neelsen (ZN). Em seguida as laminas, coradas e
selecionadas, foram fotografadas com camera Zeiss Axiocam Erc 5,
devidamente acoplada em microscoépio Zeiss Primo Star, com intuito de medir

0s esporos com auxilio do software Axio Vision LE.
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. BIOLOGIA MOLECULAR

Extracdo de DNA

Apbs os cistos e/ou tecidos infectados com esporos serem coletados e
armazenados em &lcool etilico 80% foi dado inicio a extracdo do DNA total,
utilizando o Kit da Promega®, seguindo as instru¢des do fabricante. Todas as

analises moleculares baseiam-se nas sequéncias rDNA 18S.

Figura 7: Esquema do processamento laboratorial dos espécimes de camardo M. amazonicum. A) Aquérios para manutencdo dos
camardes, B) Andlise dos espécimes utilizando Microscépio e Lupa, C) Desidratacdo dos tecidos, D) Laminas coradas, E)
Visualizacéo das laminas e fotografia.

Amplificacdo dos genes.

A reacdo de cadeia de polimerase para amplificacdo do gene foi
realizada em um termociclador G96G/G96 BIOSYSTEMS®, (Applied
Biosystems). Foram utilizados os primers 18E (5'-CTGGTTGAT CCTGCCAGT)
forwarde e Coc2r (5-CTTTCGCAGTAGTTCGTC) reverse (WHIPPS et al.,
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2012). O volume final da reacgéao foi de 25 pl, contendo os seguintes regentes: 2
pl de DNA, 12,5 pl de Tag DNA Polymerase Master MIX RED Ampligon®, 0,25
Ml de cada primer e 10 ul de WATER Molecular Biology Reagent SIGMA®.

O padréao utilizado na reacdo de PCR consistiram nos seguintes ciclos:
95 °C por 3 minutos para desnaturacao inicial, seguido por 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos para desnaturacéo, 50°C por 45 segundos para anelamento,
72°C por 75 segundos para extencdo, com um periodo de extensédo final de
72°C por 7 min. Para verificacdo da qualidade das bandas foi realizada a

migracdo em gel de agarose a 1%.

Sequénciamento

As amostras positivas foram purificadas para remogédo do excesso de
reagentes utilizando a enzima PEG 8000 seguindo o protocolo de Paithankar &
Prasad (1991). As sequéncias (forward e reverso) foram obtidas através da
utilizacdo do sequenciador de DNA automatico ABI Genetic Analyzer 3500 XL,
seguindo as instrucdes do fabricante.

Analises de Bioinformatica

O programa Chromas Lite foi utilizado para visualizacdo da qualidade
das sequéncias originadas através da exibicdo do cromatograma. Em seguida
as sequéncias foram alinhadas manualmente ou automaticamente utilizando o
Bioedit (HALL, 1999), com a ferramenta Clustal W (THOMPSON et al., 1997).

Para a reconstrucdo das relacdes filogenéticas entre os taxons, foram
empregados o0s métodos de Maxima Parcimbnia (MP), Maxima
Verossimilhanca baseado no modelo Tamura 3-parametro (MV) e Inferéncia
Bayesiana (IB) utilizando dados concatenados e uma arvore de espécies. Para
comparacdo foram incluidas sequéncias retiradas do Genbank. Utilizou-se
apenas as sequéncias de espécies completas, evitando a utilizagdo de sp. e
cg., com a intengéo de diminuir o erro de comparagédo. Para tanto, utilizou-se

as seguintes espécies: Poterioochromonas malhamensis (PETERFI, 1969), P.
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stipitata (SCHERFFEL, 1901), Ochromonas vascocystis, O. danica
(E.G.PRINGSHEIM, 1955), O perlata (D.E.WUJEK & R.H.THOMPSON, 2001),
O. sphaerocystis (MATVIENKO, 2002), O. tuberculata (D.J.HIBBERD, 1970),
O. marina (LACKEY, 1940), O. distigma e Navicula cryptocephala (KUETZING,
1844) como grupo externo.

I
/‘II ,!‘11“

|

Figura 8: Esquema do processamento laboratorial das amostras de DNA dos cistos de Poterioochromonas malhamensis encontradas no
camardo M. amazonicum. A) Andlise das amostras utilizando lupa, B) Armazenamento dos cistos em alcool a 80%, C) Extracao do DNA, D)
Eletroforese, E) Visualizacdo do DNA em Gel de Agarose, F) Espectrofotbmetro, G) Termociclador, H) Sequenciamento das amostras de
DNA, 1) Leitura das sequencias.
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Para andlise e processamento de dados estatisticos foi utilizado o
software Statistica 8.0, além disto foram retirados dados de Pluviosidade do
site do INMET.

4. RESULTADOS

A pluviosidade foi maxima na regido de Belém em Abril de 2015 com
604,9 mm com média de 508,6 mm para o periodo chuvoso (Figura 9). Em
Braganca o maior valor foi de 621,3 mm com média para o periodo chuvoso de
365,525 mm (INMET, 2017).
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Figura 9: Dados pluviométricos para a regiao de Belém e peninsula de Braganca - municipio de Braganga
— PA — entre os meses de abril de 2015 a margo de 2016. Fonte: INMET 2017.
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Foi capturado um total de 611 camardes, destes individuos 46,97%
apresentaram encistamento ocorrendo unicamente na musculatura do intestino
final do camarao (Figura 12).

Para a regido estuarina foram capturados 384 camardes, 42,70% dos
animais capturados estavam encistados, ja na area de varzea, foram coletados
227 individuos em que 54,18% apresentou 0 mesmo acontecimento, para 0s
periodos entre abril de 2015 a marco de 2016.

Verifica-se que os dois ambientes apresentam picos no niumero de cisto
no més de novembro de 2015, periodo na regido amazoénica caracterizado por
apresentar pouca chuva, demostrando significancia estatistica para a relacao
Numero de cistos X Més (F= 2,042; P<0,05), Periodo X Ocorréncia de cistos
(F= 37,75; P<0,05) e para Periodo X Quantidade de cistos (F= 21,142; P<0,05).
Além disto, o numero de cistos diferiu por estagio gonadal para os dois locais
(F= 3,051; P<0,05). Para a Ocorréncia e o Numero de cistos X Local e Sexo
nao foram encontrados resultados estatisticamente significativos.

Os cistos ocorrem o ano todo, no entanto, para a regido de estuario
verifica-se maior frequéncia para o més de novembro (Figura 10). A regido de
varzea apresenta varios picos de ocorréncia, porém o més de marco de 2016

exibiu menor frequéncia de cistos.
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Figura 10: Numero de cistos de Poterioochromonas sp. e fréquencia absoluta de ocorréncia em camaréo
M. amazonicum, capturados na Varzea do rio Guamd, Belém-Pa e no estuario do rio Caeté, Braganca-Pa.

Os cistos observados possuem formato arredondado de coloracdo
esbranquicada, com paredes relativamente lisas e finas (Figuras 11 A e B),
quando comprimidos entre lamina e laminula ou corados com HE e submetidos
a Microscopia de luz (Figura 12) é possivel a visualizacdo do organismo livre,

contudo nao e possivel a identificacao do mesmo.



36

Apo6s o alinhamento e sequenciamento foi possivel obter sequéncias
com fragmento de 781 pares de base, com 100 % de cobertura quando
comparadas com as amostras obtidas no NCBI. Através da ferramenta
BLASTN, foi verificada a similaridade com as sequéncias disponiveis no NCBI,
onde exibiu 100% de similaridade com algas da espécie Poterioochromonas
malhamensis (EF165114.1). Com relacdo as demais espécies do género
Ochromonas, as sequéncias originadas apresentam similaridade que variou de
92 a 94%.

Com base no fragmento do gene ribossomal 18S analisado, foi
construida a arvore filogenética do grupo, em que foram utilizadas 14
sequéncias do agrupamento Chrysofites como uma abordagem complementar
(Figura 11). As sequéncias foram integradas a arvore devido o BLASTn ter
evidenciado a relacdo das linhagens estudadas pertencerem ao género
Poterioochromonas. A andlise de maxima verossimilhanca alocou as espécies
de Chrysofites em dois grupos principais, fortemente apoiado por alto valor de
bootstrap (100%).

A sequéncia da alga crisoficea identificada no camardo agrupou com as
espécies de Poteriochromonas sp., com 100% de apoio, que apresentaram
entre 100 e 99.95% de semelhanca nucleotidica. P. stipitata também
apresentou proximidade com o agrupamento, exibindo uma similaridade de
99.9% (Tabela 2). Em seguida, temos o género Ochromonas, onde a espécie
mais proxima do agrupamento foi a Ochromonas vasocystis, com distancia
nucleotidica de 62% e mais distante na filogenia do grupo foi a Ochromonas
tuberculata, que apresentou distancia de 86% (Tabela 1). Como outgroup foi
utilizado a espécie Navicula cryptocephala, onde a diferenca com a sequencia

foi registrada em 2.59%.
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Poteriochromonas Cisto M. amazonicum

100 KY432752 1 Poterioochromonas malhamensis

EF165114 1 Poterioochromonas malhamensis

B9 {AEIDEED?DJ Poteriochromonas malhamensis
/1L AF123295 1 Poterioochromonas stipitata

Ed EF165111.1 Ochromonas vasocystis
100 F M32704.1 Ochromonas danica
- EF165108.1 Ochromonas danica

35 EF165143.1 Ochromonas perlata

1001 AF123294 1 Ochromonas sphaerocystis
—— EF165138.1 Ochromonas marina
100 L— EF165136.1 Ochromonas distigma

L AF123293.1 Ochromonas tuberculata
AJ297724 1 Navicula cryptocephala

52

0.050

Figura 11. Arvore filogenética ndo enraizada construida no programa MEGA 6.0, obtido a partir de sequéncias do gene ribossomal 28S. Os valores sdo percentagens de
bootstrap para 1000 pseudoréplicas, construida através do método de Maxima Verossimilhanca.
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Tabela 1. Divergéncia nucleotidica da sequéncia identificada com relagao as sequéncias do grupo das Chrysofites.
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Tabela 2: similaridade e cobertura das sequéncias dos cistos de P. malhamensis encontrados no camarao
M. amazonicum, em relagdo as amostras presentes no NCBI.

. Cédigo da Similaridade Cobertura
[o]

N° Espécie 18S rRNA Sequéncia Fonte (%) (%)
Cisto

1 Poteriochromonas - - - -
em M. amazonicum
Poteriochromonas Andersen, R. A.

2 sp. AB023070.1 - etal., (1999) 99 100

3 E;te”o‘:hmm"”as KY432752.1 - Ma, M. 2017 100 100

4 Spgte“ocmomonas EF165114.1 SAG933.1c ggg$rse“' R-A 100 100
Poterioochromonas Andersen, R. A.

5 stipitata AF123295.1 CCMP1862 etal., (1999) 99 100

. Gunderson,J.H.

6  Ochromonas danica M32704.1 - etal., (1987) 92 100

7 Ochromonas danica EF165108.1 CCMP588 é\gg;arsen, R.A. 92 100

8 Ochromonas perlata  EF165143.1 CCMP2732 ggg$rse”' RA g3 100
Ochromonas Andersen, R. A.

9 sphaerocystis AF123294.1 - etal., (1999) 92 100
Ochromonas Andersen, R. A.

10" {uberculata AF123293.1 - etal., (1999) 92 100
Ochromonas Andersen, R. A.

11 vasocystis EF165111.1 CCMP2741 2007 93 100

12 Ochromonas marina  EF165138.1 AC22 Qgg?rse“' RA g4 100
Ochromonas Andersen, R. A.

13 distigma EF165136.1 AC25 2007 94 100
Navicula Beszteri,B. et

14 cryptocephala AJ297724.1 AJ297724 al., (2000) 84 100
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Figura 12: Cistos de P. malhamensis na parte final da musculatura do intestino do camardo M. amazonicum (A, B, C, D, E e F) e cistos isolados do intestino do decapoda, capturados durante
o periodo seco e chuvoso entre os meses de marco de 2015 a margo de 2016, na regido de Braganga e Belém — Pa.
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Figura 13: A) Cisto de P. malhamensis estourado entre lamina e laminula e B) Cisto em corte e corado em HE retirado das amostras de camardo M. amazonicum.
Ambas com aumento de 100 pm. Capturados durante o periodo seco e chuvoso entre os meses de mar¢o de 2015 a mar¢o de 2016, na regido de Braganca e Belém —
Pa.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo constataram a ocorréncia de uma alga
flagelada Chrysophyceae identificada como Poterioochromonas sp. encistando
na musculatura do intestino de camardo do ultimo segmento abdominal.
Relatos desta incomum formacao de cistos em um organismo vivo raramente €
observado na natureza pois em geral, cistos destes flagelados sdo encontrados
no ambiente, principalmente no sedimento e em arvores, devido a sua forma
macica.

No entanto, a formacéo de cistos na regido intramuscular do intestino de
um artropode foi reportado por Tarayere et al., (2014) os quais constataram
encistamento desta microalga em cupins da espécie Reticulitermes
santonensis. Foi demostrado neste caso haver uma relacdo simbidtica
ocorrendo entre a microalga Poterioochromonas sp. e 0 cupim,
desempenhando assim um papel na hidrélise enzimética da celulose, esse é o
primeiro processo de digestdo em ambito quimico, associados as bactérias,
fungos, arqueas e protistas em simbioses complexas.

As primeiras observacdes dos animais encistados fortemente sugeriram,
pela similaridade encontrada, tratar-se de cistos de microsporidios pertencente
ao Reino Fungi, mesmo porque diversos estudos tém evidenciado parasitismos
com formacao de cistos em crustaceos.

No entanto, os resultados das analises de Biologia molecular pode
esclarecer, mostrando de forma contraria as deduc¢des iniciais, apontando a
presenca de uma microalga ainda nao registrada para ambientes Amazonicos.

O grupo das microalgas flageladas Poterioochromonas possuem
sequéncias génicas muito semelhantes as de Ochromonas dificultando separar
esta Crysofite. Mesma dificuldade foi reportado por Andersen et al., (1999) que
encontrou entraves quanto a confusa e contraditoria classificacdo morfologica
de crisofitos pelas similaridades filogenéticas vistas nas espécies de
Ochromonas e Poterioochromonas de ambos grupos. Porem, As analises da
biologia molecular deste estudo tém demonstrado alto valor de bootstrap na

arvore filogenética (Figura 11). Assim, constatou-se que o protista isolado
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estava filogeneticamente mais proximo de Poterioochromonas do que de
espécies de Ochromonas e, intimamente relacionado a Poterioochromonas
malhamensis (GenBank ID: EF165114.1)

A arvore filogenética (Figura 11) aqui obtida pode ser comparada com as
arvores filogenéticas relatadas anteriormente (ANDERSEN et al., 1999).
Verificou-se que varias espécies de Ochromonas tinham uma relacéo
polifilética. As arvores filogenéticas foram projetadas com o0s géneros
Poterioochromonas e Ochromonas. Ochromonas tuberculata (Hibberd) foi o
anico protista a ser classificado em um Clado diferente.

No entanto, valores de bootstrap mais elevados foram verificados
(ANDERSEN et al., 1999). Andersen et al., (1999) questiona a separacdo das
Synurophyceae, se esta classe deve ser distinta ou separada das
Chrysophyceae o que corrobora com o encontrado em nossas analises, a
Synurophyceae parece estar embutida dentro das Chrysophyceae em todas as
analises, o mesmo também foi verificado por Moser et al., (2011). Observa-se
gue neste estudo as sequéncias de espécies retiradas do Genbank para serem
utilizadas foram apenas as que estavam completas, evitando a utilizacdo de sp.
e cq. Esta deciséo foi tomada devido quando utilizadas as sequéncias com sp.
e cq., Ochromonas e Poteriochromonas se misturavam em um clado.

Em relacdo aos diferentes niveis de incidéncia de encistamento
encontrado nos camarfes estes podem estar relacionados aos periodos
sazonais que ocorrem na regido amazonica. Isto porque a regido costeira Norte
do Brasil apresenta entre dezembro e maio consideraveis niveis de
precipitacdes pluviais enquanto que, entre junho a novembro este nivel diminui
chegando quase a zero (MORAES et al., 2005).

De uma forma geral, os amplos periodos chuvosos contribuem de
sobremaneira no acréscimo de nutrientes na agua, provenientes da influencia
dos rios e de manguezais resultando assim, na elevacdo da densidade das
estruturas das comunidades fitoplanctdnicas desta regido (PAIVA et al., 2006;
SOUSA et al., 2008; 2009; MORAES et al.,, 2005). Portanto, no periodo de
chuvas mais intensas a possibilidade das algas estarem livres no ambiente

torna-se proporcional as condi¢des 6timas para o florescimento do fitoplancton.
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Por outro lado, o motivo pelo qual os cistos de Poteriochromonas
malhamensis terem sido também encontrados com maior frequéncia (em torno
de 75,08% em Braganca e 55,28% em Belém) no periodo de estiagem pode
estar relacionado ao mecanismo de resisténcia. Sabe-se que na maioria das
vezes sao formados no ambiente quando as condi¢cdes ambientais encontram-
se desfavoraveis. Este fato pode explica a maior ocorréncia de camarfes
encistados por Poteriochromonas malhamensis para o periodo seco.

Além disto, a alteracdo dos limites aceitaveis das variaveis fisico-
quimicas do meio aquatico, por origem natural ou por acdo antropica; podem
predispor 0s organismos aquaticos a agentes invasores que provocam
enfermidades (GENOVEZ et al., 2008). Contudo as relacBes ecologicas vao
mais além e as mesmas podem ser inclusive benéficas aos dois organismos.

Outro fator fisico-quimico que pode estar intrinsicamente relacionado ao
fenbmeno de ocorréncia de cistos nos camardes da Amazdnia pode ser
explicado pela variagdo do pH. Os resultados do experimento de Tarayere et
al., (2014) com a alga Poteriochromonas malhamensis demostraram que elas
desenvolvem melhor em aguas com pH fracamente acido, em torno de 6 a 8.
Fontes e Bentes (2014) encontrou para a regiao do rio Caeté um pH com valor
minimo para o periodo seco de 7,4 e maximo de 8,1 e para o chuvoso 6,5 e 8,7
respectivamente, entre os meses de janeiro de 2012 a outubro de 2013, o que

€ propicio para o surgimento da alga.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho registra a primeira ocorréncia de cistos da microalga
Poteriochromonas malhamensis pertencente a classe Synurophiceae, isolados
a partir do dltimo segmento abdominal do Camardo-da-amazbnia. A
identificacdo deste material a nivel de espécie s6 foi possivel através de
sequenciamento do material genético, separados a partir de camardes
provenientes do estuario do rio Caeté e da regiao de varzea do Rio Guama. Os
cistos desta microalga foram encontrados unicamente na parte final do intestino

do camardo-da-amazbnia, demostrando assim preferencia por esta regiao.
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Diante do exposto, sugerimos uma relacdo camardo-microalga de simbiose,
contudo reforcamos a necessidade de estudos voltados para o presente
assunto para fundamentar esta afirmativa. Ainda verifica-se que a alga
Poteriochromonas malhamensis, pertencente a classe Synurophiceae, forma

um grupo irméo as Crysophiceae.
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Anexo I: Ficha para coleta de material laboratorial.
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Anexo II: Ficha do livro de registro LPCA/UFRA.

N do Bloco

Data

Orgio Fixador Técnica | Animal

Observacdes

Prof. Tit. Dr. Edilson Rodrigues Matos

Coordenador do LPCA ; UFRA
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Anexo lll: Ficha de processamento de material biolégico — LPCA/UFRA.

Data do inicio do processamento:

Material processado:

Local em que o material processado foi coletado:

Responsdvel pelo processamento:

Fixador utilizado:

Mimero de registro do material:

IMERSAO DATA HORA

TEMPO

ALC. 70%

ALC. 80%%

ALC. 90%

ALC. ABS. 1

ALC.ABS. 11

ALC.ABS. 111

ALC. / XILOL

XILOL 1

XILoLn

PARAFINAL

PARAFINA II

PARAFINA III

Prof. Tit. Dr. Edilson Rodrigues Matos
Coordenador do LPCA/UFRA
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Anexo IV: Ficha de processamento de material bioldgico.
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