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RESUMO

A produgdo de camardo em sistema com bioflocos (BFT) mostra-se
como uma alternativa sustentdvel e economicamente viavel.
Impulsionado pela ocorréncia de enfermidades virais na carcinicultura, o
emprego deste sistema de cultivo, considerado como mais biosseguro,
esta presente em diversos paises produtores, inclusive no Brasil. Entre
seus aspectos positivos estdo a reciclagem da agua, reuso continuo de
nutrientes, diminui¢do do impacto ambiental e fonte adicional de
alimento. Neste estudo foram avaliadas algumas respostas moleculares
de defesa no camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei,
mantido em BFT, apods desafio experimental com o virus da sindrome da
mancha branca, WSSV. Paralelamente, foi investigado o possivel efeito
da infecgdo viral sobre o perfil da microbiota intestinal dos camardes e
sua relagdo com a microbiota aquatica do sistema de cultivo. Espécimes
juvenis (n=168) foram aclimatados por 15 dias, sendo 84 camardes
mantidos em tanque com agua clara (ACT), em um volume de 500 L,
com renovagdo continua, ¢ 84 em tanque com BFT maduro, com
capacidade para 1000 L, com troca zero de dgua. Apds aclimatagdo, os
camardes de ambos os sistemas foram individualmente desafiados com o
WSSV, por meio de um inéculo contendo uma carga viral média (5,3 x
10* virus.ml/camardo), enquanto outros foram injetados com solugdo
salina estéril (grupo controle). Hepatopancreas, intestino, branquias e
hemocitos foram coletados na pré-infeccdo e 48h pos-infecgdo. A
quantificacdo do numero de transcritos dos genes alvo foi realizada
através de PCR em tempo real quantitativa (¢qRT-PCR). O ntimero de
transcritos dos genes OM e Ran, envolvidos diretamente com as
respostas celulares de defesa, foi significativamente maior (p<0,05) nos
camardes infectados com WSSV, em comparagdo aos ndo infectados.
Em particular, o aumento de transcritos de QM foi relacionado a
infecgdo pelo WSSV, independentemente do tecido ou do sistema de
cultivo. Com base nos genes alvo analisados, em 48h pods-infec¢do, o
hepatopéncreas foi considerado o tecido mais responsivo quanto ao
perfil de transcritos. Embora tenhamos observado maior mortalidade
entre os camardes mantidos em BFT, em relagdo aqueles mantidos em
ACT, os niveis de transcritos foram semelhantes entre os camardes nao
infectados, mantidos nesses dois sistemas. A caracterizagdo do perfil da
microbiota intestinal dos camardes, assim como da microbiota da agua,
frente a infeccdo com o WSSV, foi baseada na amplificacdo de
sequéncias alvo de regides hipervariaveis do gene /65 rRNA, seguida da



andlise de sequenciamento de nova geracdo, NGS (Next Generation
Sequencing). O WSSV foi capaz de interferir no equilibrio do
microbioma intestinal de L.vannmei, sendo este efeito mais evidente nos
camardes mantidos em ACT. Apds a infecg¢do viral, houve prevaléncia
de Cetobacterium spp, independentemente do sistema (BFT ou ACT) e
queda significativa (p<0,05) de Bacillus spp nos animais mantidos em
ACT. Nao foi observada relacdo entre a microbiota intestinal e a
microbiota da agua, nos niveis de Filo e Género. Observamos que,
apesar de biosseguro, com a introdu¢do do WSSV no BFT, a
mortalidade dos camardes ocorreu em um intervalo de tempo mais
curto, tendo sido mais elevada, em relacdo ao sistema ACT. Nossos
resultados respaldam e refor¢am a relevancia da caracteriza¢do do perfil
diferencial de transcritos de genes do hospedeiro mobilizados frente a
infecgdo pelo WSSV, assim como evidenciam a interferéncia da
infec¢do viral na microbiota intestinal de L. vannamei e a relevancia das
caracteristicas inerentes a cada sistema de cultivo.

Palavras-chave: Aquicultura; Bioflocos; Litopenaeus vannamei;
Microbioma intestinal; WSSV.



ABSTRACT

Shrimp farming with biofloc is viewed as a sustainable and
economically viable alternative of production. Due to the impact of viral
diseases in shrimp farming, biofloc technology (BFT) can contribute to
biosecurity and is already present in many countries, including Brazil. It
relies on continuous recycling of water and reuse of nutrients, besides
minimizing environmental impact and serving as additional food source.
In the present study, some molecular defense responses were evaluated
in juvenile shrimp Litopenaeus vannamei kept in BFT, after challenge
with White Spot Syndrome Virus (WSSV). A putative effect of viral
infection on the intestine microbiota of these shrimp was investigated,
along with its relation to the aquatic microbiota present in the cultivation
system. Shrimps (n=168) were acclimated for 15 days, 84 individuals in
a tank with 5000 L of clear sea water (CSW), with water being
continuously renewed, whereas other 84 in a 1000L tank with BFT, with
zero water exchange. After acclimation, shrimp were either individually
challenged with WSSV, using an inoculum with a medium virus load
(5.3 x 10* virus.ml/shrimp), or injected with sterile saline solution.
Hepatopancreas, intestine, gills and hemocytes were sampled before
(preinfection) and 48h post-infection. The number of transcripts for
target genes was determined using quantitative Real Time PCR (¢gRT-
PCR). OM and Ran, genes directly involved in cellular defense
response, were up-regulated (p<0.05) in WSSV infected shrimp.
Noteworthy, levels of QM transcripts could be directly related to viral
infection, depending neither of tissue nor cultivation system. Overall,
hepatopancreas showed to be the most responsive tissue at 48 h post-
infection. Although shrimp mortality was higher in BFT in comparison
to CSW, levels of transcripts were similar in non-infected shrimp in
both systems. The characterization of shrimp intestinal microbiota, as
well as that of water, upon WSSV challenge, was based on the
amplicons from hypervariable regions within the /6S rRNA gene,
followed by Next Generation Sequencing (NGS). WSSV was able to
interfere in the equilibrium of L.vannamei intestinal microbiota,
particularly in shrimp kept in CSW. Upon viral infection, Cetobacterium
spp prevailed in both, BFT and ACT, whereas Bacillus spp diminished
in CSW (p<0.05). Moreover, we observed no relation between intestinal
and water microbiota. We point out that once WSSV became present in
BFT, shrimp mortality was not only higher but was seen earlier in
comparison to CSW. Therefore, the relevance of addressing differential



transcript levels of shrimp genes recruited upon viral infection is further
supported with our findings. Moreover, we showed that WSSV affects
L.vannmei intestinal microbiota and also that the characteristics of each
cultivation system are relevant.

Keywords: Aquaculture; Biofloc; Litopenaeus vannamei; Intestinal
microbiome; WSSV.
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INTRODUCAO GERAL
1. Carcinicultura

Devido a crescente demanda mundial por alimentos e a
exploragao dos estoques pesqueiros, a aquicultura mostra-se como uma
alternativa vidvel para o suprimento de proteina de origem animal, com
seguranca alimentar, ¢ gerando favoravel movimentacdo financeira.
Ademais, a atividade contribui para a conservagdo dos animais de vida
livre. Para o ano de 2030, projeta-se uma producdo mundial de 186
milhdes de toneladas de pescado (21,8 milhdes de toneladas na América
Latina), igualando-se em participacdo a aquicultura e a pesca (The
World Bank, FAO, 2013). Das aproximadamente 580 espécies animais
produzidas pela aquicultura, em torno de 60 sdo de crustaceos. De
acordo com a FAO (2016), no ano de 2014 houve uma produgio
mundial de 6,9 milhdes de toneladas de crustaceos, tendo sido a China
responsavel por 57,75% da carcinicultura mundial. Neste mesmo ano, o
Brasil foi o 10° produtor mundial de crustaceos, fornecendo 65,1 mil
toneladas. S@o previstos, para o ano de 2030, uma produg¢do mundial
entre 11,2 e 12,3 milhdes de toneladas de camardo, com possibilidade de
15% de retragdo, caso ocorra alguma epidemia ou pandemia (The World
Bank, FAO, 2013).

Ademais, de acordo com dados apresentados pelo diretor do
Instituto de Sistemas Alimentares Sustentdveis da Universidade da
Florida (IFAS), Estados Unidos, James Anderson, durante a conferéncia
da Alianca Global da Aquicultura (GOAL) em 2016, realizada na cidade
de Guangzhou, China, projeta-se um crescimento anual para a produgéo
global de camardo de cultivo na ordem de 4,2% de 2015 a 2018 (4,1
milhdes de toneladas em 2016 para 4,5 milhdes de toneladas em 2018).
No caso da América Latina, esta projecdo aponta um crescimento
significativo no caso do Equador, enquanto estima-se que os niveis de
producdo no Brasil ao fim deste periodo devam permanecer
praticamente iguais aos registrados em 2015 (GOAL, 2016).

A histéria da carcinicultura teve inicio no sudeste asiatico
séculos atras, quando criadores de peixe produziram camardo marinho
acidentalmente no mesmo tanque que o pescado. J4& a moderna
carcinicultura iniciou-se por volta de 1930, também na Asia,
especificamente no Japdo, com a espécie Marsupenaeus japonicus
(Jory; Cabrera, 2012). No Brasil, a producdo de camarao iniciou-se nos
anos 1970, no Rio Grande do Norte, com o “Projeto Camardo”. Neste
mesmo periodo, Santa Catarina também iniciou sua produgdo, com foco
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na reproducdo, larvicultura e engorda de animais. Nos anos 1990, os
laboratérios brasileiros dominaram a reprodugdo e a larvicultura da
espécie Litopenaeus vannamei, consolidando sua viabilidade comercial
e de produgdo (ABCC, 2011).

Atualmente, o cultivo de L.vannamei responde por cerca de
80% de toda a producdo mundial de camardo marinho. No periodo entre
2006 e 2015, a produgdo mundial desta espécie de peneideo registrou,
em média, um crescimento anual na ordem de 9% (FAO, 2015). Nas
Américas, a carcinicultura estd baseada quase inteiramente sobre a
producdo do camardo branco do Pacifico (Lightner, 2001). Os maiores
produtores americanos sdo Equador, México e Brasil.

No ano de 2014, o Brasil produziu 65,1 mil toneladas de
camardes marinhos, em uma area de 23 mil hectares voltados para a
carcinicultura. Os maiores produtores nacionais encontram-se na Regido
Nordeste, a qual, entre 2015 e 2016, deteve 99,3% da produgdo
brasileira, destacando-se os estados do Ceard, Rio Grande do Norte ¢
Piaui. Seguiram-se a Regido Sul com 0,5% da producdo, Regido Norte
com 0,09% e Regido Sudeste com 0,07%. Nao ha registo neste periodo
referente & Regido Centro-Oeste (IBGE, 2016). A respeito do mercado
brasileiro consumidor, ha ainda uma grande margem de crescimento,
visto que o brasileiro consome somente 0,6 kg per capita ao ano de
camarao (Rocha, 2016).

Dentre os desdobramentos positivos da carcinicultura, além do
evidente ganho financeiro direto, podemos citar a geracdo de empregos
diretos e indiretos; o suprimento de proteina animal de alta qualidade
sanitaria e nutricional; o aproveitamento de vastas areas de terras
costeiras anteriormente ndo utilizadas e/ou inadequadas para outros tipos
de producdo; a producdo de commodity com valor agregado; e a
participacdo na dindmica do comércio internacional (Jory; Cabrera,
2012).

Contudo, a aquicultura pode enfrentar dificuldades,
principalmente ao lidar com enfermidades. Dentre as doengas
infecciosas que afetam os animais marinhos, 34% tém origem
bacteriana, 25% viral, 19% protista e 18% por metazoarios (Laffert et
al., 2015). As doencas impactam negativamente a dindmica econdémica
da producdo de algumas maneiras:

e (Causando a reducdo na producdo: queda de produtividade,
aumento da mortalidade animal, queda na taxa de crescimento;

e Gerando gosto ou aparéncia desagradaveis devido,
principalmente, a melanizacao, ndo aceitos pelo consumidor;



29

e Constituindo risco para satide publica, em alguns casos.

Por outro lado, hé ainda que se considerar a possibilidade de
uma patologia na produgdo ao se tornar um surto, devido a alta
densidade de estocagem vir, potencialmente, a se disseminar,
contaminando o ambiente e atingindo a populagdo selvagem (Lotz;
Overstreet; Grimes, 2005). Assim sendo, tanto em relacdo ao impacto na
producdo, quanto ao potencial impacto no ambiente, recomenda-se a
associacdo entre as boas praticas de manejo e 0 monitoramento sanitario
preventivo, aliados ao emprego de medidas biosseguras nos cultivos.

A “Revolucdo Verde”, em referéncia a transformacgdo ocorrida
na agricultura devido ao aumento da produtividade por meio do uso de
tecnologia, ocorrida nas décadas seguintes a Primeira Guerra Mundial,
transformou e inovou a produgdo agricola ao redor do mundo. Nos
ultimos anos, tem-se apresentado uma nova ideia de transformagéo,
porém diretamente relacionada a aquicultura: a “Revolu¢do Azul”
(Lucas, 2012). Ocorrendo principalmente em paises em
desenvolvimento, a “Revolugdo Azul” caracteriza a aquicultura como
uma produgao sustentavel, com inimeras espécies que continuam sendo
domesticadas e produzidas em cativeiro, representando uma ferramenta
para alimentagdo humana, vantagem econdmica e sustentabilidade. As
novas tecnologias de produg¢do, como o sistema de bioflocos, por
exemplo, combinam sustentabilidade e inovagao.

2. Crustaceos decapodes

Conhecer os aspectos biologicos dos animais cultivados
envolve melhor entender sua fisiologia e seu comportamento para, deste
modo, melhor caracterizar o sistema de produ¢do no qual os mesmos
serdo criados. Este conhecimento resulta em bem-estar animal,
diminuigdo de estresse e manutengdo dos sistemas de defesa e,
consequentemente, aumento nos indices de producao.

Crustaceos sdo encontrados associados ao zooplancton, no mar
profundo e em regides costeiras. Sdo,  inclusive, os
organismos domintantes nos ecossistemas aquaticos subterraneos.
Pertencentes ao filo Artropoda, subfilo Crustacea e classe Malacostraca,
a ordem Decapoda ¢é caracterizada por cinco pares de patas (peredpodes)
que sdo os apéndices dos ultimos cinco segmentos toracicos (Miller;
Harley, 2010). Os decapodes representam uma alta parcela de espécies
dos crustaceos (dados na literatura variam entre 10 mil ¢ 18 mil
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espécies) e sdo considerados os crustaceos mais avangados em termos de
comportamento animal, devido & diversidade comportamental no grupo
(Noga; Hancock; Bullis, 2006; Brusca; Moore; Shuster, 2016).
Pertencem a esse grupo, os camardes, as lagostas, e os caranguejos.
Dentre os camardes, ja foram descritas centenas de espécies, sendo,
atualmente, 12 espécies de interesse comercial.

Dentre os crustaceos de interesse comercial, a maioria ¢
utilizada para a produgdo de proteina animal, sendo que algumas
espécies também sdo criadas como espécies ornamentais para aquarios
marinhos ou de dgua doce, ou ainda, para exposi¢do em zoologicos
(Cato; Brown, 2003). Os crustaceos representam uma significativa
propor¢do de biomassa e espécies em ambientes aquaticos, sendo
constituintes importantes para a totalidade do ecossistema aquatico.
Como decapodes de interesse comercial, podemos citar os camardes, as
lagostas, os caranguejos e os lagostins (Noga; Hancock; Bullis, 2006).

Como caracteristicas anatomicas e fisiologicas, os decapodes
possuem corpo segmentado e esqueleto externo, chamado exoesqueleto,
o qual é consituido de quitina e impregnado por sais de calcio, e
possibilita o crescimento por meio de mudas (ecdise); a cabega e o torax
sdo protegidos por uma carapaca, a qual se estende lateralmente para
protecdo das branquias; com respiragdo branquial e sistema circulatorio
semi aberto, o fluido corporal é chamado de hemolinfa, ndo havendo
separacdo entre os sistemas circulatorio e linfatico. Especificamente em
camardes, o rostro possui dentes nas partes ventral e dorsal e as
brinquias localizam-se no ultimo segmento toracico (Brusca;
Moore; Shuster, 2016).

Em relacdo ao comportamento de camardes, seus padrdes de
atividades sdo influenciados pelos ciclos de marés e pela intensidade
luminosa; apresentam comportamento de camuflagem, muito
provavelmente para reduzir sua predacao, visto serem presas de peixes e
passaros; estes comportamentos podem estar associados ao grande
numero de fotorreceptores especializados em cores (dezesseis ao total,
sendo doze para cor), sendo possivel inferir que a constincia da cor no
ambiente ¢ particularmente importante para estes animais (Ruppert; Fox;
Barnes, 2004; Bradburry; Vehrencapm, 2011). Suas estratégias de
alimentacdo vao desde a busca do alimento em suspensdo, passando pela
varredura do substrato, até a predacdo. Seus pledpodes sdo usados para
nadar e escavar. Para uma rapida e vigorosa movimentacdo para tras,
flexionam rapidamente a parte ventral do abdémen. O comportamento
canibal pode ser observado em momentos de estresse, tais como
agrupamento com alto nimero de individuos, falta de alimento, baixa
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qualidade da agua e ocorréncia de enfermidades (Fish; Fish, 2011;
Brusca; Moore; Shuster, 2016).

3. Camarao branco do Pacifico

Dentre as espécies de camardo de interesse comercial,
destacam-se os peneideos, especialmente os dos géneros Penaeus e
Litopenaeus, os quais, apesar de serem considerados camardes
marinhos, adaptam-se também a agua salobra. Dentre os camardes de
agua doce, podemos citar o género Macrobrachium, porém de menor
impacto comercial.

Endémico da costa oriental do Oceano Pacifico, o peneideo
Litopenaeus vannamei ocorre desde a regido de Tumbes, no Peru, até a
regido de Sonora, no Mexico (Figura 1), sendo conhecido como
camardo branco do Pacifico, ou camardo de patas brancas. A espécie L.
vannamei, assim como as demais espécies de peneideos, sdo
consideradas pantropicais, ou seja, sua distribuicdo geografica estende-
se por toda a regido tropical, em ambos os hemisférios (Noga; Hancock;
Bullis, 2006). A Figura 2 mostra um espécime adulto de L. vannamei em
um aquario de agua clara.
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Figura 1: Mapa indicando a origem e area de distribuicdo geografica do
camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei.
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Fonte: FAO, 2017. Disponivel em: http://www.fao.org/fishery/species/3404/en

Figura 2: Espécime adulto de Litopenaeus vannamei mantido em agua
clara.

Fonte: Foto gentilmente cedida por Kurt Servin, 2017.
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Por ter sido introduzido antropogenicamente em toda a regido
tropical, mas ser originario de uma regido delimitada, ha uma discussdo
se esta espécie pode ser considerada invasora ou ndo. Contudo, segundo
os critérios do CABI — Invasive Species Compendium 2007, o L.
vannamei nao representa ameaca a biodiversidade, pois parece ndo
formar grandes populacdes reprodutoras e por gerar resultados
econdmicos positivos em areas ndo indigenas. H4 uma preocupagdo em
termos ecoldgicos de que esta espécie seja carreadora de doencas
infecciosas, em especial as virais, podendo resultar em consequéncias
negativas sobre a sua propria cultura, sobre a cultura de espécies nativas
e sobre populacdes selvagens de crustaceos. Contudo, ndo ha relatos
desta consequéncia. A Figura 3 mostra o novo mapa de distribuigdo de
L. vannamei posteriormente ao seu espalhamento como espécie exotica.

Figura 3: Novo mapa de distribui¢do do Litopenaeus vannamei, apos
sua dispersao mundial.

Legenda: .PrEsente -Dispersado .Louahzado

Fonte: CABI — [Invasive Species Compendium. Disponivel em:
www.cabi.org/isc/datasheet/71097

Os machos de L. vannamei podem alcangar um comprimento de
187 mm e as fémeas 230 mm. A espécie possui caracteristicas
zootécnicas que lhe faz ser adequada a aquicultura, as quais sdo: pode
ser estocada mesmo em tamanhos pequenos, alimenta-se de modo
satisfatorio mesmo em cativeiro; apresenta excelente conversao
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alimentar, crescimento rapido e uniforme; possui baixo requerimento
proteico quando comparado a outras espécies; € onivora; e adapta-se
bem a diversas condigdes ambientais (Jory; Cabrera, 2012).

Com crescimento rapido, alcanga até 20g, geralmente o
tamanho maximo com o qual é comercializado. Embora possa
ultrapassar esse peso em que geralmente ¢ comercializado, podendo
atingir até 24g, apo6s esse tamanho de 20g seu crescimento passa a ser
lento, particularmente no caso dos machos. O L. vannamei pode ser
produzido em altas densidades, como 400 animais/m?> em sistema
controlado de recirculagdo, resultando em uma maior produtividade por
unidade de 4rea. Sobre o requerimento proteico, o L. vannamei ¢
detritivoro e requer uma menor porcentagem de proteina na ragdo, 20-
35% em comparagdo a outras espécies, como Penaeus monodon e
Penaeus stylirostris, os quais requerem 36-42%. Como consequéncia, a
produgdo de L. vannamei resulta em um menor custo operacional ¢ na
facilidade de adaptac@o a sistemas heterotroficos fechados (FAO, 2005).

Como exemplo de adaptagdo, New e Kutt (2010) ressaltam que
0 L. vannamei também pode ser descrito como camardo de agua doce,
pois quase 50% de sua producdo na China ocorrem em baixissimas
salinidades. Isso acontece ndo s6 devido ao aceite pelo mercado
consumidor, mas também porque o L. vannamei, em condi¢des de clima
temperado, apresenta maior periodo de crescimento e maior potencial de
produgdo por hectare comparativamente ao Macrobrachium rosenbergii.
Nas Filipinas, o mercado consumidor divide-se em dois: pessoas que
moram na costa preferem alimentar-se com o camardo de agua salgada,
enquanto as que residem longe das areas costeiras preferem camardo de
agua doce; deste modo, a producdo de L. vannamei adaptou-se ao
mercado. J& no México, L. vannamei mantidos em agua doce podem
valer no minimo 10% a mais do que os animais criados em agua salgada.
A diferenca deve-se ao fato do camardo, quando na agua doce,
apresentar uma colora¢do corporal mais escura e, apoés o cozimento,
mais vermelha, aumentando seu valor de mercado (Servin, 2017).

A rusticidade do L.vannamei e relatos de seu cultivo em aguas
com diferentes graus de salinidade colocaram esta espécie marinha
como um novo potencial para regides distantes da costa também no
Brasil, uma vez que a possibilidade de seu cultivo em dguas continentais
tem atraido recentemente a atencao de piscicultores (Malamud, 2017).

Esta espécie de camardo marinho pode ser considerada como o
pilar da carcinicultura em nivel mundial. Seu destaque nos cultivos pode
ser atribuido ao conjunto de suas qualidades zootécnicas, como
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mencionado acima, aliado ao conhecimento acumulado relativo a sua
reproducdo e larvicultura.

4. Sistema de bioflocos

A carcinicultura brasileira baseia-se principalemtne no sistema
tradicional autotréfico. Estes sistemas tradicionais de produgdo de
camardo caracterizam-se por ocupar grandes areas territoriais, quase que
exclusivamente em regides costeiras. Esses tém sido questionados por
questdes socioambientais, como disseminagdo de doencas associadas a
producdo, introducdo de espécies exoticas e, ainda, geracdo de efluentes
com alta concentragdo de nutrientes ¢ matéria organica (Primavera,
2006).

Em contrapartida, o cultivo com auséncia de renovagao de agua
“ZEAH” (Zero Exchange, Aerobic, Heterotrophic Culture System) ou o
cultivo em meio com bioflocos (BFT — Biofloc Technology System)
surge como uma op¢do aos sistemas convencionais de producdo,
minimizando o impacto ambiental e resultando em uma carcinicultura
ambientalmente correta, pois a produgdo ¢ realizada praticamente sem
renovagdo de agua, com aproveitamento dos agregados microbianos
como alimento natural e com mais bioseguridade, visto que ha menor
possibilidade de introdugdo de patdgenos no sistema (Wasielesky et al.,
20006), além da reducdo da salinizagdo dos corpos de agua (Boyd, 2003)
e o controle da qualidade da mesma. A Tabela 1 compara quatro
diferentes sistemas de produg@o.

Entende-se por bioflocos os agregados de micro-organismos
(bactérias, fitoplancton e zooplancton) associados a particulas, coloides,
polimeros organicos e células mortas (Forster, 1976; Ahmad et al.,
2017). Seu uso estd baseado na manipulagdo de micro-organismos em
um sistema com zero ou baixa troca de dgua, em tanques com aeracio
constante (Avnimelech, 2014). Ju e colaboradores (2008) descreveram a
composi¢do de flocos microbianos secos, advindos da produgdo de
L.vannamei; a maior parte de sua composicdo & de cinzas e detritos
(residuo alimentar, fezes), seguidos de fitoplancton; biomassa
bacteriana, sendo dois tercos compostos por bactérias Gram positivas e
um ter¢o por bactérias Gram negativas, representando um pequeno
percentual na composi¢do; e, finalmente, uma pequena parcela de
zooplancton (Figura 4). A formacdo e a estabilidade do bioflocos
dependem essencialmente do suprimento de oxigénio e do fornecimento
de matéria organica (Avnimelech, 2014), sendo que outros fatores
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também influenciam na sua conformacao, tais como pH e temperatura
(De Schryver et al., 2008).

Tabela 1: Comparagdoentre quatro diferentes sistemas de
carcinicultura, baseada em densidade, producdo e pardmetros
operacionais.
SISTEMAS DE PRODUCAO
Parimetros Extensivo . Sem_l- Intensivo A.‘ltame:nte
intensivo intensivo
Aeragao Ausente Sim; Troca de
Tt Minima troca agua Sim sim
de agua - :
Alimentagdo Natural aturale Natural e Natural e
) Formulada Formulada Formulada
ATREDETE g oy 1225 0,1as 0lal
&)
iclos de
S 100a210 100a210 80 a 140 80a 120
producdo (dias)
Densidade
(PL/m?) las 5a25 26 a120 120 a 500
Exigéncia de
gestio Minima Moderada Alta Muito alta
el Nio Geralmente Algumas Algumas
sim vezes vezes
Niveis de 0a2 2a5 6220 20 a 60
aeracdo (cv/ha)
Procedéncia Selvagem Lot part,e .de Laboratorio Laboratorio
das sementes laboratorio
Produggo anual 5, 50 50025.000  5.000 a 20.000 20.000 a40.000
(kg/ha)
Acima de
5% 5a10% Acém; de 20
Troca de 4gua 5% ou renovagao
(diéria) (BFT)
maré bombeamento bombeamento bombeamento

Fonte: Jory e, Cabrera (2012). PL: p6s larva; ha: hectare; cv: cavalos de forga;
BFT: tecnologia de bioflocos.
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Figura 4: Composic¢do de flocos microbianos secos.
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Fonte: Adaptado de Ju et al. (2008)

Os micro-organismos presentes no bioflocos auxiliam na
assimilagdo dos compostos nitrogenados presentes na agua de cultivo,
possibilitando que a mesma seja reutilizada por diversos ciclos
(Thompson et al., 2002). Assim, inicialmente, uma comunidade
autotrofica, com a adaptagdo dos micro-organismos, torna-se
mixotréofica (biofloco verde) e, posteriormente, torna-se heterotrofica e
aerdbica, ap6s a maturacdo do sistema de bioflocos. A comunidade
heterotrofica utiliza moléculas organicas para obter energia, logo a
matéria organica ¢ necessaria para a sua formagdo (Avnimelech, 2014).
Sdo as bactérias heterotroficas que atuam na formagdo dos flocos
microbianos, aproveitando o nitrogénio inorganico da agua e o carbono
dissolvido para produgdo da biomassa de bactéria, mantendo a qualidade
da agua no nivel satisfatorio. O estabelecimento dos agregados
microbianos ¢ realizado por meio da manipulacdo da relagdo de
carbono:nitrogénio (C:N) do cultivo, sendo essa relagdo mantida entre
15 e 20:1, ou no minimo acima de 10:1, além da forte e constante
aeragdo da coluna de dgua. Se esta relagdo C:N estiver bem equilibrada,
como por meio de fontes adicionais de carbono (como, glicose,
sacarose, melago, trigo, milho, mandioca ou sorgo) (Ahmand et al.,
2017), os componentes inorganicos do nitrogénio (amonia, nitrito e
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nitrato) sdo convertidos em biomassa bacteriana (Avnimelech, 2009). A
imobilizagdo do nitrogénio inorganico tem inicio quando a relagdo C:N
estéd superior a dez (Ahmad et al., 2017).

Desta maneira, os nutrientes advindos da producdo e dos
alimentos podem ser reciclados na forma de biomassa bacteriana;
possibilitando que os bioflocos assim formados possam ser consumidos
como alimento complementar pelos animais no tanque (Avnimelech,
2006). Ademais, a comunidade bacteriana que se estabelece no sistema
com bioflocos pode inibir a proliferagdo de potenciais micro-organismos
patogénicos, por meio de competicdo por alimento e ambiente (Crab et
al., 2010). Alguns compostos bioativos, tais como acidos organicos,
como acetato e butirato, por exemplo, podem inibir o crescimento de
patogenos, agindo como probidticos naturais e imunoestimulantes.
Alguns autores consideram o bioflocos como um manejo com impacto
probidtico natural e biotecnologico (Ahmad et al., 2017).

De fato, a comunidade microbiana presente na dgua do viveiro
desempenha um importante papel na disponibilidade de alimentos
naturais, na taxa de reciclagem dos minerais e na dinamica do oxigénio
dissolvido no viveiro de camardo. Se, por um lado, o manejo da
comunidade microbiana pode ajudar a prevenir ou reduzir o risco de
doengas; contudo, por outro, se mal manejada, o desequilibrio desta
comunidade pode acarretar em condi¢des que facilitem o crescimento de
bactérias patogénicas (Jory; Cabrera, 2012), além de ser danoso para os
animais.

Zhao e colab (2012), em um experimento com M. japonicus
produzidos em bioflocos, descreveram que, quando o sistema ¢
suplementado com sacarose e probidtico, ocorre predomindncia de
Bacillus sp, do filo Firmicutes. Contudo, quando somente ha
suplementacdo de probioticos, sem adi¢do de sacarose, Vibrio spp, do
filo Proteobacteria, passam a ser domintantes. Segundo os autores, este
resultado indica a durabilidade de Bacillus sp e a inibi¢ao de Vibrio sp
em um sistema de bioflocos equilibrado. Ainda nesse relato, outras
bactérias encontradas, porém em muito menor quantidade, foram
Roseobacter sp e Cytophaga sp.

Bactérias nitrificantes e desnitrificantes desempenham papel
importante na manuten¢ao do biofocos mixotréfico, e de uma qualidade
da agua satisfatdria na produgdo. O nitrogénio estd presente na agua em
diversas formas: nitrogénio molecular (N7), amonia ndo ionizada (NH3),
ion amoénio (NH4"), nitrito (NO2"), nitrato (NO3") e nitrogénio organico.
Altas concentragdes de nitrito ocorrem quando o processo de
nitrificacdo cessa antes do nitrito ser oxidado a nitrato, ou devido
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bactérias desnitrificantes produzirem nitrito ao invés de gas nitrogénio
(Boyd, 2012). O nitrogénio presente na amdnia ¢ oxidado a nitrato pelas
bactérias nitrificantes em duas etapas:

2NHs/+1,50> NO 7+ 2H*+HQ
NO; + 0,50, 2 NO3~

Em zonas de anaerobiose, bactérias desnitrificantes reduzem o
nitrato a nitrogénio molecular, utilizando metanol como fonte de
carbono:

6 NO3 + 5 CH30H = 5 CO; +3 N, + 7 H,0 + 60H-

A amonia também se difunde para a atmosfera a partir da agua,
especialmente quando o pH estd em 8,0 ou acima deste valor.

A tolerancia a presenga de amdnia na dgua varia de acordo com
a espécie animal, condigdes fisiologicas e fatores ambientais. No caso de
crustaceos, assim como para peixes de aguas quentes, a concentragio
letal de amonia nao ionizada é de 0,4 — 2,0 mg/L para uma exposi¢do
entre 24 ¢ 96 horas. Ainda pouco se conhece sobre a reagdo entre a
hemocianina  (proteina  transportadora de  oxigé€nio, similar
funcionalmente a hemoglobina, porém apresentando cobre ao invés de
ferro em sua composicdo) em crusticeos e o nitrito, mas sabe-se que
este também € tdxico para crustaceos (Boyd, 2012). Ja o nitrato somente
€ toxico se presente em altas concentracdes.

Deveras, considera-se que uma das principais contribui¢des das
bactérias heterotroficas ¢ a decomposicdo e a mineralizagdo do
nitrogénio organico dissolvido e particulado. Essas bactérias podem usar
NH4" e NOj  para crescimento e sintese de biomassa, sendo
consideradas importantes consumidoras de nitrogénio orginico em
ambientes aquaticos. O nitrogénio adentra as bactérias heterotroficas por
difusdo na parede celular, e, utilizando o carbono como fonte de energia
necessitam, portanto, de nitrogéncio para formacdo de biomassa.
Destacam-se as bactérias da classe Gammaproteobacteria, com énfase
nos géneros Vibrio e Pseudoalteromonas, os quais expressam o gene
nasA, associado a assimilagdo de nitrato no ambiente marinho
(Urakawa, Rivera 2006). Evidenciam-se também os géneros
quimioautotroficos Nitrosomonas, proteobactéria nitrificante, a qual
oxida amonia a nitrito; e Nitrobacter, a qual oxida nitrito a nitrato.
Salientam-se também Nitrosococcus, Nistrosospira e Nitrospira. Em
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sistemas marinhos de recirculagdo, este ultimo género geralmente é o
primeiro a predominar.

Importante salientar que, durante o processo de nitrificacdo,
ocorre a producdo de oxigénio assim como o consumo de gas carbonico
e geragdo de acidez (ions HY). A fim de que o pH seja mantido dentro
dos parametros aceitdveis e, consequentemente, mantenha-se a
alcalinidade da agua, é recomendavel a adicdo de cal hidratada, ou
calcario na agua do tanque, mantendo-se o pH entre 7.0 ¢ 9.0 e a
alcalinidade minima de 100 mg/L. de CaCOs. Niveis abaixo desses
limites afetam as enzimas de nitrificacdo nas bactérias nitrificantes.

O grande beneficio do bioflocos ¢ que a imobilizagdo das
formas toxicas do nitrogénio ocorre muito mais rapidamente neste
sistema, pois a taxa de crescimento e a produgdo de biomassa bacteriana
por bactérias nitrificantes heterotroficas sdo dez vezes maiores em
comparacdo a bactérias nitrificantes, porém autotréficas (Ahmad et al.,
2017). Ademais, muitos produtores tém optado pelo bioflocos como
alternativa de sistema superintensivo, pois devido a troca zero, ou quase
zero de agua, esta se apresenta como alternativa econdmica, com maior
biosseguridade e de menor impacto ambiental. Por ter fungdo
complementar na alimentacdo, como alimento natural in sifu, animais
produzidos com bioflocos apresentam menor taxa de conversdo
alimentar; por fim, pela potencial agdo como imunoestimulante, auxilia
na prevengao contra doengas. Digno de nota é que o BFT ¢ um sistema
essencialmente de alta densidade. Em um sistema de larga escala (Belize
Aquaculture), foi observado que, em estocagem abaixo de 100 pos-
larvas/m? de L.vannamei, o estabelecimento da comunidade
heterotrofica era muito mais dificil devido a baixa quantidade de
substrato organico disponivel para o crescimento microbiano. Em
animais adultos, altas densidades estdo sendo testadas: no minimo 300
camardes/m’, sendo ja idealizado seu emprego com 600 a 800
camardes/m? (Avnimelech, 2014).

Apesar de muitos aspectos positivos, o sistema de bioflocos
apresenta algumas limitagdes. Comparado aos sistemas tradicionais, os
custos com a tecnologia de bioflocos sdo mais elevados, porém a
atividade € vidvel economicamente, pois o retorno do investimento ¢
bastante atrativo (Poersch et al., 2012). Para algumas espécies, como a
tilapia, o excesso de turbidez deve ser controlado com aten¢do; enquanto
que para camardes € vantajoso, pois desfavorece o crescimento de algas
(Avnimelech, 2014). Deve-se ter especial atencdo aos pardmetros de
qualidade de 4agua, tais como solidos totais, oxigénio dissolvido e
temperatura. Os solidos sdo removidos em grande quantidade, o que
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muitas vezes pode ser um revés ambiental. Além disso, requer
profissionais qualificados com entendimento pleno do sistema. Este
ultimo ponto tem sido, atualmente, apontado entre os entraves e desafios
para a carcinicultura nacional (Aquaculture Brasil, 2017).

Como exemplo de aplicabilidade bem-sucedida do sistema com
bioflocos, podemos citar o norte do Peru e todo o Equador, onde
atualmente toda a carcinicultura é baseada neste sistema. Ademais,
mencionamos o sistema AquaScience® Technology, da empresa
brasileira Camanor Produtos Marinhos. O AquaScience® ¢ um sistema
integrado, com producdo de L. vannamei associado a produgdo de
tilapia, com atengdo ao bem-estar animal e a producdo ecologicamente
adequada. A produgdo apresenta alta densidade de estocagem, assim
como troca zero de dgua, a qual é tratada e reutilizada, ndo ocorrendo,
portanto, descarte de efluentes. Como no BFT, a dgua de produgéo tem
predomindncia de bactérias heterotroficas, contudo ha também
abundancia de microalgas. O sistema tem sido apresentado como
revolucionario, equilibrado e, até entdo, biosseguro.

5. Sindrome da Mancha Branca

Em relagdo a sanidade animal, as condigdes de cativeiro e, por
conseguinte, a intensificagdo da produgdo, por muitas vezes ndo
conseguem abarcar todos os aspectos ecologicos e fisiologicos dos
animais cultivados (Bachére, 2000), tendo muitas vezes como
consequéncia a degradagdo ambiental e o surgimento de patologias nos
cultivos (Borghetti; Ostrensky; Borguetti, 2003).

Estima-se que as doengas ja tenham causado um prejuizo de
USS$ 3 bilhdes para a carcinicultura, tendo sido recomendado um
investimento em pesquisa preventiva de US$ 275 milhdes para os
préximos 15 anos (Lakshmi; Viswanath; Gopal, 2013). Apesar dos
camardes serem suscetiveis a diversos patdgenos, tais como fungos,
bactérias e virus, as infec¢Oes virais sdo ainda consideradas as mais
devastadoras, levando a elevadas perdas econOmicas neste setor
produtivo (Lightner et al., 2012).

A Sindrome da Mancha Branca (White Spot Disease — WSD') é
uma das mais devastadoras enfermidades de etiologia viral de camardes

L A enfermidade Bacterial White Spot Syndrome (BWSS) também pode ocasionar o
surgimento de manchas brancas em peneideos, porém sem a presenga do Virus da
Sindrome da Mancha Branca. Na India ¢ na Malasia, a BWSS foi descrita em
Penaeus monodon, associada ao Bacillus subtilis ¢ a isolados de Vibrio sp, ndo
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peneideos, acarretando perdas elevadas na produgdo, com indices de
mortalidade elevados (80% a 100%) e rapidos — 2 a 3 dias em juvenis e
7 a 10 dias para animais adultos, apds os primeiros sinais clinicos da
infeccdo, e, consequentemente, acarretando prejuizos econdOmicos
significativos (Lightner et al., 2012). Estima-se que o impacto
econdémico em nivel mundial gire em torno de US$ 1 bilhdo ao ano,
desde 1994 (FAO, 2005). Outras denominagdes ja foram usadas para
descrever a mesma patologia: White Spot Syndrome Baculovirus
Complex (WSBYV), Hepatopoietic Necrosis Baculovirus (HHNBV),
Shrimp Explosive Epidermic Disease (SEED) e Penaeid Rod-sahped
DNA virus (PRDV) (FAO, 2005).

O primeiro caso de WSD foi descrito em 1991, na China
(Steintiford; Bonari; Alday-Sanz, 2009). A doenca rapidamente se
espalhou por alguns paises produtores da Asia, tais como Taiwan
(Republica da China) em 1992, seguido do Japéo e Tailandia.

Em 1995, a WSD foi reportada nos Estados Unidos da América
(FAO, 2005), tendo sido sua introducdo rastreada a partir da entrada de
camardes congelados e importados da Asia (Nunan; Poulos; Lightner,
1998; Durand et al., 2011). Ap6s novos registros em 1996 na Indonésia,
Malasia e Siri-Lanka e, em 1997, no Vietnam, registrou-se sua presenga
na América do Sul, sendo em 1998 no Peru e, em 1999, no Equador ¢ na
América Central (Souza, 2008). Até recentemente, a Australia era
considerada livre da doenca (OIE, 2013), apesar de o Virus da Sindrome
da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus - WSSV) ja ter sido
anteriormente detectado na regido norte do pais, em iscas importadas de
camardo (East et al., 2002); conquanto, em dezembro de 2016, a
presenca do WSSV foi confirmada no estado de Queensland, em uma
fazenda de camardo localizada na regido do rio Long River (Australian
Government, Department of Agriculture and Water Resourcer, 2017).

No Brasil, os primeiros surtos da WSD foram observados ao
final do ano 2004 em cultivos de Santa Catarina, tendo sido o
diagnostico realizado em janeiro de 2005 na Universidade do Arizona
(UAZ) e na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (CIDASC,

sendo observada a presenga do virus (Wang et al., 2000; Selvin; Lipton, 2003). Ja na
Tailandia, produtores observaram o aparecimento de manchas brancas, porém
associadas a alta alcalinidade no ambiente de cultivo, indicando, possivelmente, o
envolvimento bacteriano como sendo secundario (FAO/NACA, 2001a). No presente
trabalho, a sigla WSD (White Spot Disease) refere-se somente a doenca associada a
presenga do White Spot Syndrome Virus (WSSV).
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2006). O prejuizo econdmico para a carcinicultura no estado foi de
aproximadamente, R$ 6 milhdes (Seiffert et al., 2006). Acredita-se que
estes surtos de WSD tenham iniciado com o movimento e/ou transporte
transfronteirigo de camardes vivos e infectados, sejam de reprodutores
ou de pos-larvas (FAO, 2001b). Presume-se que o WSSV esteja
presente nos camardes de vida livre da Asia e da América Latina (FAO,
2005).

O agente etiologico viral da WSD, o WSSV, é um virus
envelopado com material genético composto por DNA circular dupla
fita, com aproximadamente 300 kb, do género Whispovirus e familia
Nimaviridae (Sanchez-Paz, 2010). A particula viral possui tamanho
aproximado de 80-120 x 250-380 nm. Varia¢des no genoma do WSSV
foram detectadas em diferentes isolados geograficos, inclusive do Brasil
(Miiller et al., 2010). Em alguns casos, essas diferengas foram
relacionadas a viruléncia, como no caso de isolados com genomas
menores tendendo a apresentar maior grau de viruléncia (Shekar et al.,
2012).

Como relevante sinal clinico, mas ndo patognomonico, a WSD
pode acarretar o surgimento de manchas brancas arredondadas, entre 0,5
e 3,0 mm de diametro, resultantes do acumulo de sais de calcio na
epiderme cuticular dos camardes (Wang et al.,1999). Apesar de
comumente associada ao WSSV, nem sempre ha a presenca das
manchas brancas em camardes infectados pelo virus.

Outros sinais clinicos incluem inapeténcia, letargia, reducdo no
consumo de alimentos, perda da cuticula, descoloracdo do
hepatopancreas e retardo na coagulagcdo da hemolinfa (Verbruggen et
al., 2016). A susceptibilidade foi registrada desde ovos até individuos
adultos reprodutores, mas ainda ndo se sabe ao certo se ovos infectados
conseguem desenvolver-se (Cuéllar-Anjel et al., 2014). Em muitos
casos, animais moribundos podem apresentar coloragdo corporea entre
rosa a avermelhado, devido a expansdo dos cromatdforos cuticulares
(Brady, 2000), ndo sendo esta, entretando, uma observagao exclusiva da
infeccdo pelo WSSV. A Figura 5 apresenta dois individuos juvenis da
espécie L. vannamei infectados com o WSSV.



44

Figura 5: Espécimes de Litopenaeus vannamei. Em A: animais nao
infectados mantidos em agua clara. Em B: animal infectado com o Virus
da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), mantido em agua clara.

A: Animais ndo infectados (12,0g).

S

Fonte: Foto gentilmente cedida por Kurt Servin,72017.

B: Animal infectado com o Virus da Sindrome da Mancha Branca
(WSSV) (10,0g).

Fonte: Cecilia de Souza Valente & Karla de Oliveira Ortiz, 2016.

O WSSV nfo infecta apenas o camardo L. vannamei,
apresentando, na realidade, uma gama relativamente ampla de
hospedeiros. Interessantemente, alguns animais desenvolvem a doenca
clinica, enquanto outros sdo somente portadores assintomaticos; estes,
atuando como vetores, aumentam o risco da transmissdo horizontal e via
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commodity. Algumas espécies de caranguejos marinhos sem sinais
clinicos visiveis ja foram diagnosticadas como portadoras do WSSV,
assim como o virus ja foi detectado em camardes marinhos selvagens
assintomaticos (Hossain et al., 2001; Marques et al., 2011; Costa et al.,
2012). No camardo de agua doce, Macrobrachium rosenbergii, o WSSV
parece induzir & doenga clinica somente em pos-larva e juvenis, sendo
que animais adultos s3o mais tolerantes a infec¢@o viral (Pramod.Kiran
et al.,, 2002). Entre as espécies de camardo que sdo sabidamente
suscetiveis a infecgdo, apresentando altas mortalidades, podemos
enumerar dentre os de d4gua doce Macrobrachium idella e
Macrobrachium lamerrae; de agua salgada, além do L. vannamei,
Penaeus indicus, Penaeus monodon, Penaeus japonicus, Penaeus
penicillatus, Penaeus setiferus e Penaeus stylirostris (Hameed; Charles;
Anilkumar, 2000; FAO, 2005). Como exemplo de espécies de
caranguejo que sdo suscetiveis e apresentam alta mortalidade, podemos
citar: Paratelphusa hydrodomous e Paratelphusa pulvinata (Hameed et
al., 2001). Além destas, o virus ja foi identificado em lagostas, lagostins
e copépodes (Clark et al., 2013; Mendoza-Cano et al., 2014; Pace et al.,
2016).

As vias de transmissdo horizontal do WSSV sdo por meio do
consumo de tecidos infectados, por canibalismo ou predagdo, e por dgua
contaminada com virion. Considera-se que o canibalismo seja a
principal via de transmissdo, visto que as espécies mais predadoras (P.
monodon, M. japonicus) sdo as que mais apresentam a doenga na sua
forma aguda e¢ maior mortalidade (Owens, 2011). Apesar de ser
considerada a transmissdo vertical, ainda é incerto se ocorre de fato
(Tuyen et al., 2014; Raja et al., 2015); o que se sabe é que o virus pode
ser encontrado em células ao redor dos ovos no ovario, mas raramente
nos ovos em si (Kasornchandra et al., 2002). Segundo um modelo
epidemiolégico matematico proposto por Soto e Lotz (2001), o WSSV ¢
mais facilmente transmitido por meio da ingestdo de tecidos infectados
do que pela coabitagdo com outros hospedeiros infectados. Como
mencionado acima, acredita-se que o virus possa ser transportado via
commodity congelada, conforme reiterado por Durand e colaboradores
(2000) ao relatarem a presenca do WSSV em camardes congelados e
importados, disponiveis nos Estados Unidos. Lightner  (1990)
evidenciou a existéncia do "vetor jumbo jet”, em outras palavras, a
movimentagdo de crustaceos vivos ao redor do globo (Figura 6).
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Figura 6: Transporte de camardes vivos entre fronteiras.

Figuras menores representam transporte de camardes vivos de ou para locais
especificos, a saber: la: Taiwan; 1b: Japdo; lc: Malasia; 1d: Filipinas; le:
Havai; 1f: Taiti; 1g: Puerto Penasco, México; lh: Texas, EUA; 1i: Florida,
EUA; 1j: Panama. Figura maior representa a combinacdo das figuras menores.
Fonte: Lightner, 1990.

No organismo, o virus replica-se em tecidos de origem
mesodérmica e ectodérmica, como branquias, 6rgao linfoide, epitélio
cuticular, tecidos conectivos, nervos, musculos e tecidos
hematopoiéticos (FAO, 2005; Cuéllar-Anjel et al., 2014). O virus
também pode causar lesdes no estomago, glandulas antenais, coragdo e
olhos. Nos estagios avancados da infecgdo, os 6rgdos sao destruidos e
muitas células sofrem lise (FAO, 2005). Células epiteliais que compoem
orgios de origem endodérmica, tais como hepatopancreas e intestino
médio, sdo refratarias a infecgdo pelo WSSV (Hameed et al., 1998).
Algumas condigdes podem favorecer a replicagdo viral e,
consequentemente, a propagagdo da doenca: ablagdo, desova e
temperaturas entre 15 e 30 a 32 C (Moser et al., 2012; Cuéllar-Anjel et
al., 2014).

Tal como nas infecgdes virais classicas, a infec¢do pelo WSSV
¢ dividida em trés momentos: a entrada na célula hospedeira, por
endocitose, a replicagdo do genoma viral, ¢ a montagem e liberagdo das
novas particulas virais. A ativa¢do do processo de endocitose da-se pela
interagdo proteica entre o virus e a célula do hospedeiro, sendo a maior
proteina do envelope viral, a VP28, aquela de maior importancia neste
processo. Uma vez no interior celular, o virus dirige-se até o nucleo,
onde fatores de transcri¢do do hospedeiro, ligados a promotores virais,
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ativam a transcri¢do. Estes primeiros genes transcritos sdo denominados
de genes precoces imediatos, os quais codificam fatores de transcrigdo e
outros reguladores que permitirdo a transcri¢do dos demais genes virais.
Os chamados genes tardios sdo expressos apds o inicio da sintese do
DNA viral e incluem proteinas estruturais, fundamentais para a
formacdo de novas particulas virais (Verbruggen et al., 2016). Ao final
da infecgdo, ocorre a fragmentacdo destrutiva do nucleo celular e
posterior desintegracdo da célula, levando a formacdo de necrose e
vacuolizagdo (Escodebo-Bonilla et al., 2008).

Buscando prevenir a infeccdo, ou minimizar seu impacto,
algumas estratégias tém sido sugeridas, como aquelas baseadas no
sistema imune do hospedeiro, por meio da ativagdo do reconhecimento
de padrdes moleculares associados a patogenos, PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns), tais como lipopolissacarideos e
peptideoglicanos, emprego de RNA de interferéncia (RNA1), vacinagdo,
e fitoterapia. Tradicionalmente, o termo vacinag¢do refere-se a
“imunizagdo ativa pela administragdo de preparagdes de antigenos”
(Flores, 2007, p.887). O sistema imune dos camardes, assim como dos
demais invertebrados, envolve somente o sistema de defesa inato, ou
seja, os camardes possuem somente a imunidade natural ou ndo
especifica, a qual compreende componentes celulares ¢ componentes
humorais, ndo apresentando, portanto, diferentemente dos vertebrados,
um sistema imune compreendendo tanto respostas inatas quanto
adaptativas (memoéria imunoldgica e produgdo de anticorpos
especificos). Assim sendo, o emprego deste termo aplicado a crustaceos
pode ser considerado pouco claro conceitualmente e suscitar
controvérsias.

Contudo, se pensarmos no proposito de induzir a uma resposta
de defesa no hospedeiro, € possivel aplicar o conceito de
imunoestimulagéo a invertebrados. Apesar de curta duragdo (somente 14
dias), recentemente, Musthaq e Kwang (2015) demonstraram que ¢
possivel conferir protecdo temporaria contra o WSSV a partir da
exposicdo a particulas virais inativadas, proteinas recombinantes do
envelope viral, DNA viral e RNA de fita dupla. Em um estudo
semelhante, Rout e colab. (2007) constataram que a imunoestimulagio
com fragmentos de DNA que codificam para uma proteina do envelope
viral conferiu protecdo conta o WSSV, em P. monodon. Nesta mesma
espécie, Witteveldt e colab. (2004) observaram a diminui¢do da
mortalidade em viveiro, apds imunoestimulag¢do oral contra WSSV, por
meio da administracdo de bactérias inativadas as quais expressavam
proteinas do envelope viral. Por fim, Ghosh e colab. (2014) obtiveram
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86% de sobrevivéncia em L. vannamei infectados com WSSV, apods
administragdo, via oral, de drogas a base de plantas terrestres, como a
Momordia charantia, conhecida popularmente por “meldozinho” ou
“meldo de Sdo Caetano”.

Como forma de prevengdo, produtores e governos devem
caminhar juntos, com um plano preventivo, o qual deve incluir regular
monitoramento da produ¢do, procedimentos e acdes a serem tomadas
em caso de surto potencial ou real, além de certificagdo das pos-larvas e
dos reprodutores. Sugere-se também que uma das principais solugdes
para o combate a doengas infecciosas em camardes seja a producdo de
animais domesticados no proprio territorio, e sabidamente livres de
patodgenos especificos, alimentados com ragdo seca nutritiva, em tanques
biosseguros e em ambiente ndo estressante (FAO, 2001b; 2005). Em
relacdo a agua do cultivo, o WSSV permanece infectante neste meio
somente por trés a quatro dias, sendo a sua desinfec¢do uma ferramenta
efetiva. Recomenda-se o uso de 70 ppm de formalina ou 30 ppm de
cloro ativo (46g de hipoclorito de sodio a 65% por m?) na agua. Todo
efluente com a possibilidade de contaminagdo viral deve ser desinfetado
ou com formalina, ou com cloro, antes de ser descartado (FAO, 2005).
Todavia, a presenca da doenca e/ou do agente infeccioso ndo
necessariamente inviabiliza a producdo. Portanto, o conhecimento da
patogenia e da epidemiologia da infeccdo é de grande valia para uma
carcinicultura que seja viavel para o produtor, segura para o consumidor
e sustentavel para o meio ambiente.

6. Respostas de defesa e transcri¢ao génica frente a infeccio
viral

Uma das principais formas de melhor compreender a patogenia
de doencas infecciosas ¢ o entendimento das respostas moleculares
frente a infecgdes. Leelatanawit e colab. (2009), por exemplo,
construiram uma biblioteca de ¢cDNA a partir de testiculos de P.
monodon e apontaram que 3,3% dos genes expressos neste tecido
podem ser classificados como genes de defesa e de homeostase. E
possivel afirmar que a identificagdo e o estudo de genes funcionalmente
importantes e que estejam envolvidos com respostas de defesa, estresse
e sistema imune permitirdio melhor discernimento dos mecanismos
moleculares e fisiologicos envolvidos na relagdo patogeno-hospedeiro.
Como resultado, a aplicacdo destes conhecimentos promovera uma
carcinicultura sustentavel e com tecnologia mais completa e bem
fundamentada.
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Bem definido por Alberts e colab. 2017, p.228:

A expressdo génica refere-se ao processo pelo
qual a informacdo codificada na sequéncia de
DNA ¢ traduzida em um produto que desencadeia
um efeito determinado em uma célula ou
organismo... quando o produto final do gene ¢
uma proteina, a expressdo génica inclui a
transcricdo e a tradugdo; quando uma molécula de
RNA ¢ o produto final do gene, a expressao
génica ndo requer a tradugéo.

Entende-se por patogenia aplicada as infecgdes virais “o
conjunto de mecanismos pelos quais os virus produzem doenga em seus
hospedeiros” (Flores, 2007, p.191), sendo que os principais sintomas
clinicos observados no hospedeiro decorrem da resposta do mesmo a
lesdes celulares e teciduais. De modo complementar, a resposta do
hospedeiro frente a infecgdo viral pode resultar, direta ou indiretamente,
da replicagdo viral. Logo, a expressdo diferencial de genes em um
quadro infeccioso de origem viral pode ser entendida como uma
resposta molecular de defesa ou como consequéncia, direta ou indireta,
da influéncia do virus na célula do hospedeiro influenciando,
consequentemente, o estado de saide do mesmo.

Alguns orgios e tecidos estdo envolvidos na defesa contra
agentes invasores em camardes. Inicialmente, o exoesqueleto confere
uma barreira fisica contra invasores. Na hemolinfa circulante, a fra¢do
celular, composta pelos hemocitos, representa a frente de combate aos
organismos invasores, juntamente com fatores humorais nela
dissolvidos. Essas células imunocompetentes, hemdcitos, sdo as
responsaveis por reagdoes de defesa, como: fagocitose, formacao de
noédulos e capsulas e producdo de moléculas citotdxicas e microbicidas —
PAM ou peptideos/proteinas antimicrobianas (Barracco, 2004). O
hepatopancreas, a glandula do intestino médio, além de ser responsavel
por fungdes relacionadas ao metabolismo e a digestdo, também tem
funcdo coadjuvante na defesa, pois produz e secreta moléculas
imunoefetoras (Gross et al., 2001).

Diversos sfo os mecanismos de evasdo imunoldgica que
permitem ao WSSV interagir e/ou manipular o organismo do
hospedeiro, a fim de manter o ambiente celular favoravel a producao e
liberagdo de novos virions. Da mesma forma, o hospedeiro tem
diferentes formas de combater a infecgdo viral, desde respostas
diretamente ligadas ao sistema imune, passando pela microbiota
intestinal, até as respostas bioquimicas de defesa.
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Os virus e algumas de suas proteinas podem interferir com os
mecanismos celulares do hospedeiro, como por exemplo, em termos de
modificagdo, localizagdo e maturagdo de proteinas, resultando em
citopatologia (Flores, 2007b). A ubiquitina, por exemplo, é uma proteina
reguladora encontrada em células de eucariotos, relacionada a via
ubiquitina-proteossoma, ¢ que possui importante fun¢do na regulagdo e
reciclagem de outras proteinas. Este processo, denominado
ubiquitinizago, envolve a ligacdo da ubiquitina a proteinas, sinalizando-
as para que sejam, muitas vezes, degradadas pelos mecanismos
celulares, ou entdo mudadas de lugar no interior da célula (Chu et al.,
2009). De modo muito perspicaz, o WSSV modula o mecanismo de
ubiquitinizagdo do hospedeiro, redirecionando as proteinas imunes do
hopedeiro para o proteossomo 26S (complexo enzimatico proteolitico),
a fim de que ocorra a progressdo da doenca (Vidya; Gireesh-Babu;
Prasad, 2013).

Uma das respostas de defesa de grande importincia ¢ a
apoptose, visto que o processo de morte celular programada elimina
células infectadas com patdogenos intracelulares, tais como os virus,
além de destruir células cancerigenas (Smith et al., 2014). De fato,
alguns virus sdo capazes de desencadear a cascada de reagdes que leva a
apoptose, sendo que outros tem a capacidade de inibir ou retarda-la, a
fim de que a replicagdo viral seja concluida (Flores, 2007b). Durante a
infeccdo pelo WSSV, o virus desencadeia a cascata apoptética, sendo
esta uma das causas de morte em camardes infectados (Flegel, 2007).
Alguns genes codificam para proteinas, tais como a proteina QM, que
atuam como reguladores intracelulares de apoptose. Estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram maior numero de
transcritos do gene codificante da QM em camardes L.vannamei
infectados pelo WSSV (Miiller, 2009).

Em um estudo comparativo sobre a eficiéncia das respostas
antivirais do Marsupenaeus japonicus, Wang e Zang (2008)
demonstraram que as respostas em forma de apoptose e fagocitose tém
maior importancia em termos de defesa contra agentes virais do que o
sistema pro-fenoloxidase (proPO), outra linha de defesa contra agentes
invasores. A proteina QM também estd relacionada ao processo de
profenoloxidagao, regulando a atividade da enzima fenoloxidase.

O sistema proPO faz parte da sintese bioquimica de melanina,
uma importante resposta do hospedeiro a injirias, muitas vezes
complementar a formagdo de nddulos e capsulas. O sistema proPO ¢
uma cascata proteolitica, cujo produto final é a melanina. Inicialmente,
ocorre o reconhecimento de PAMPs (padrdo molecular de patogeno),
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desencadeando entdo uma cascata proteolitica, por acdo da enzima
fenoloxidase. Disto decorre a liberagdo de produtos altamente
citotoxicos, os quais confinam, matam ou fagocitam o0s micro-
organismos patogénicos, resultando em melanizagdo, cujo aspecto visual
¢ o escurecimento da regido onde a melanina ¢ depositada (Barraco,
2004; Smith et al., 2014). Sutthangkul e colab. (2015) sugerem que o
WSSV suprime o processo de melanizacdo, visto que dois a trés dias
apos a infecgdo viral, a atividade da fenoloxidase apresentou niveis
muito mais baixos em comparagdo a camardes nao infectados. Os
mesmos autores sugerem que a supressio da melanizacdo
corresponderia a uma forma de evasao viral.

Uma das moléculas transitoriamente produzidas pelo sistema
proPO sdo as espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERO também sdo
produzidas durante outras reagdes celulares, como na fagocitose. A
fagocitose ¢ um processo multifasico que consiste em reconhecimento
do ndo-proprio, internalizagdo e, ao final, degrada¢do por meio de
enzimas hidroliticas, proteinas antimicrobianas e ERO. As ERO sao
altamente reativas. Além de associadas a agdo antimicrobiana, podem
levar a sérios danos celulares devendo, portanto, ser neutralizadas. A
enzima SOD (Superéxido Dismutase) atua como um antioxidante
enzimatico que converte o anion superdxido (02~) em perdxido de
hidrogénio (H,0>), conforme a seguinte reagao:

SOD

J

0" > H0

Logo, o estudo de enzimas antioxidantes, tais como a SOD,
assim como de sua respectiva transcrigdo génica, mostra-se interessante
para a compreensao ndo somente do sistema imune, mas também como
forma de avaliar o nivel de estresse, visto a SOD convir como
imunoparametro neste sentido (Barraco, 2004; Smith et al., 2014).

A calreticulina ¢ uma proteina multifuncional presente no
nucleo celular, no citoplasma (em especial no limen do reticulo
endoplasmatico), na membrana celular e na matriz extracelular. Tem
como importante fun¢do a manutengdo adequada dos niveis de calcio no
organismo de eucariotos, ligando-se ao mineral e tornando-o inativo.
Assim como a ubiquitina, a calreticulina encaminha proteinas para
serem destruidas, caso estejam mal formadas. Também encontra-se
associada a adesdo celular, apoptose, cicatriza¢do de feridas, sinalizagdo
de células tumorais e atuagdo como chaperona (Mendlovic; Conconi
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2010). A calreticulina esta relacionada a infeccdo pelo WSSV, pois um
dos classicos sinais clinicos é a presenga de manchas brancas, as quais
sdo depdsitos de calcio na cuticula do camardo (Wang et al. 1999).
Recentemente, Wang e colab. (2014) descreveram que uma lectina tipo
C do estdbmago de M. japonicus tem sua expressdo induzida pela
infecgdo pelo WSSV. Esta lectina interage com a proteina viral VP28,
facilitando assim a infecgao viral, ou seja, especificamente, a lectina tipo
C faz a ligag@o entre a proteina viral e o receptor celular de calreticulina,
contribuindo para a entrada do virus na célula do hospedeiro.

A interacdo entre virus ¢ célula infectada resulta em diversas
alteragdes na fisiologia celular. As particulas e proteinas virais podem
alterar a estrutura da membrana celular, além de levar a desorganizagdo
ou ruptura do citoesqueleto da célula infectada. Podem também
interferir com os mecanismos de transcri¢do, processamento ¢ transporte
de RNA mensageiro. Todas essas modificacdes na célula hospedeira sdo
estratégias virais que visam favorecer a manutengdo da infeccao (Flores,
2007b). A tubulina é uma proteina do citoesqueleto, compondo os
microtubulos celulares, além de estar associada a liberagdo de novas
particulas virais (Henry; Gorvel; Méresse, 2006). A proteina SEC 61
esta relacionada a translocacdo de proteinas no reticulo endoplasmatico,
fazendo parte de um complexo de translocagdo formador de canais. De
acordo com Miiller, 2009, a modulacdo positiva dos genes que
codificam para estas proteinas deve-se ao aumento das proteinas virais
no interior das células, sendo que as novas particulas virais usufruem de
toda a maquinaria celular.

Histonas sdo proteinas nucleares que, ao se ligarem ao DNA,
promovem o seu empacotamento e compactagdo. Conhecem-se cinco
classes de histonas: H1 ou H5; H2A; H2B; H3; e H4; além das histonas
de procariotos do Reino Archaea. Sabe-se que as histonas estio
relacionadas as armadilhas extracelulares, importantes principalmente
para a defesa contra infec¢des bacterianas (Ng et al., 2015). Apds o
reconhecimento do patégeno por parte da célula, o DNA descondensa-
se, rompendo o nucleo e a célula; as histonas, que sdo microbicidas,
neutralizam as bactérias. Em camardes, as histonas H1, H2A ¢ H4,
purificadas de P. monodon, mostraram agdo microbiana contra bactérias
Gram-positivas; de forma interessante, os autores observaram
sinergismo quando H2A e H4, associadas, tiveram sua agdo microbicida
aumentada (Patat et al., 2004). Em Rimicaris exoculata, um camardo de
aguas termais e profundas do Oceano Atlantico, a transcrigdo de H1 foi
negativamente modulada frente a um intenso estresse térmico (Cottin et
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al., 2010). Entretanto, a possivel atividade antiviral das histonas ainda
carece de estudos.

Por fim, podemos assinalar uma resposta especifica contra
virus, envolvendo a proteina Ran, uma proteina nuclear com atividade
antiviral, pertencente a superfamilia GTPase. A proteina do tipo Ran-
GTPase tem fungdo no transporte nucleo-citoplasma e também tem
papel importante durante e apds a mitose (Melchior, 2001). Descrita em
M. japonicus e em L. vannamei, sua transcricdo diferencial estd
relacionada a fagocitose antiviral, no caso da infec¢do pelo WSSV, e
também a uma coinfec¢do WSSV + Vibrio anguillarum. Os genes
diferencialmente transcritos foram observados em tecidos como
branquia, hemolinfa e hepatopancreas, sendo que a supressdo deste gene
pode ser associada a alta mortalidade (Han; Zhang, 2007; Zhao; Jiang;
Zhang, 2011; Qiao et al., 2015).

Nao menos importante para o estudo da transcrigdo génica sdo
os genes referéncia ou housekeeping genes. Os genes de referéncia
interna ou genes endogenos-controle sdo aqueles genes cuja transcrigdo
se da em nivel constante (basal) entre diferentes tecidos do organismo,
em qualquer estagio de desenvolvimento, ou seja, ndo sdo afetados por
qualquer fator, independentemente do tratamento, tal como em uma
infeccdo viral. Esses genes sdo utilizados como genes controle para
corrigir a transcricdo do gene alvo, e avalid-la comparativamente
(Bustin, 2000). Como exemplo, podemos citar os genes mais
comumente utilizados como housekeeping: RNA ribossomico 18S,
GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), B-actina, EF-1a (fator
de elongacdo 1a) e proteina ribossomal S6. Contudo, € possivel que um
gene descrito anteriormente como gene de referéncia em um dado
estudo mostre variagdo no nivel de sua transcricdo em uma condigdo
distinta do mesmo. A dificuldade ¢ maior quando se buscam genes de
referéncia para diferentes tecidos. No presente trabalho, por exemplo,
entre os genes avaliados, o gene que codifica para o rRNA 18S de
decapodes mostrou-se o mais estavel para a normalizagdo dos dados de
transcricdo de genes alvo para trés diferentes tecidos ou células, a saber
branquias, hemocitos e hepatopancreas.

7. Comunidade bacteriana do ambiente aquatico

Ainda ha muito a ser estudado a respeito da composigdo
microbiana dos diversos habitats do planeta. Interessante notar que duas
comunidades microbianas podem ser diferentes, mesmo quando
compartilham uma condi¢do ambiental muito semelhante, porém se
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encontram em duas localidades separadas geograficamente. Conforme o
botanico e microbiologista holandés Lourens Bass Becking, "tudo estd
em todo lugar, mas o ambiente o seleciona" (Wit; Bouvier, 2006).

O filo Proteobacteria ¢ encontrado virtualmente em todos os
habitats da biosfera, contudo, as classes diferem conforme o
ecossistema. Em d4gua doce, a classe mais dominante ¢ a
Betaproteobacteria, seguida  pela Gammaproteobacteria e
Alphaproteobacteria. No ambiente marinho, a classe mais abundante € a
Alphaproteobacteria, especialmente a linhagem SARI11, seguida de
Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria, sendo esta ultima pouco
abundante.

O segundo filo mais abundante no ambiente aquatico é o
Bacteroidetes. O género Flavobacterium ¢ abundante nos oceanos,
enquanto o Sphingobacterium é frequentemente encontrado em lagos e
lagoas. O terceiro filo predominante é o Actinobacteria, abundante na
agua doce, principalmente as linhagens acl e acll, mas cuja a presenga ¢
menor no ambiente marinho (Kirchman, 2012).

A Figura 7 ilustra a estrutura bacteriana ja descrita nos
ambientes marinho e de dgua doce.

Figura 7: Representagcdo grafica da comunidade bacteriana descrita em
agua marinha e em agua doce. Alpha, Gamma e Delta referem-se as
classes do filo Proteobacteria.
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Fonte: Adaptado de Kirchman (2012).
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Deste modo, diferentes Filos e Subfilos de bactérias sdo
encontrados em diferentes ambientes. Apesar de muitas bactérias
diferirem em relagdo ao seu metabolismo, micro-organismos
semelhantes filogeneticamente compartilham aspectos ecologicos.

Muitos sdo os fatores que interferem na estrutura da
comunidade bacteriana do ambiente aquatico. Estes podem ser fisicos,
tais como temperatura, pH, salinidade e equilibrio osmotico, além de
disponibilidade de oxigénio, luminosidade e pressdo. Sabe-se que a
temperatura tem grande influéncia na comunidade bacteriana dos
oceanos. A diversidade ¢ maior em aguas tropicais, apesar de ocorrer
uma brusca queda de diversidade se as dguas marinhas estiverem acima
de 65 °C. Ambientes com salinidades muito altas, assim como com pH
muito acido, também tém pequena diversidade bacteriana. Esta também
¢ influenciada pela matéria orgdnica disponivel, em termos de
quantidade e tipo (Kirchman, 2012).

De acordo com Cardona e colab. (2016), o Filo bacteriano mais
frequentemente encontrado na agua de cultivo de L. vannamei, tanto em
produgdes com agua clara quanto em bioflocos, é o Proteobacteria. Os
autores apontam que, de todos dos filos bacterianos presentes na agua
clara, 50,4% sdo Proteobacteria, enquanto no sistema com bioflocos o
percentual € 60%. Em seguida, os filos que se mostram mais abundantes
sdo, em ordem: Bacteriodetes, Cyanobacteria, Euryarchaeota e
Actinobacteria.

A importancia em se conhecer a composi¢do bacteriana do
ambiente aquatico, especialmente o marinho, estd em este ser o principal
ambiente de producdo do L.vannamei, sendo que na aquicultura, a dgua
¢ o ambiente comum a micro-organismos e animais de produgdo. As
bactérias do ambiente aquatico podem colonizar diversos tecidos do
camardo, tais como branquias e intestino. Apesar de nem todas as
bactérias ingeridas colonizarem o trato intestinal, pode haver uma
relacdo entre as microbiotas animal e marinha.

8. Microbioma intestinal, probiéticos e identificacdo de micro-
organismos

O estudo da fisiologia da digestdo teve inicio por volta do ano
1780, quando Lazzaro Spallazani, estudioso padre italiano, desconfiou
que ocorresse uma mudanga na textura dos alimentos no estomago. No
inicio do século XIX, pesquisadores comecaram a estudar a funcdo do
suco gastrico, resultando na descrigdo da pepsina por Theodor Schwann,
fisiologista alemao, em 1836. No século XX, pesquisadores
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ja reconheciam a importancia de diversas enzimas no processo de
digestdo (Moyes; Schulte, 2008). No ano de 1907, o cientista russo Elie
Metchnikoff deu inicio aos estudos sobre probitdticos, associando o
consumo de leite fermentado a longevidade. No final da I Guerra
Mundial, baseado na filosofia de Metchnikoff, em que a microbiota
intestinal interfere na saude, Isaac Carasso fundou a empresa Danone.
Na mesma época, Minoru Shorota fundou a Yakult, fundamentando-se
em pesquisas sobre bactérias acido lacticas benéficas, as quais auxiliam
no combate contra bactérias patogénicas. O estudo da microbiota
intestinal em veterinaria somente teve inicio nos anos 1960, com o uso
de probidticos na criagdo de aves e bovinos e, posteriormente, em
suinos. Na aquicultura, o uso de probidticos deu-se somente no final do
século XX, inicialmente em peixes e, posteriormente, em crustaceos. O
objetivo foi buscar uma forma alternativa de profilaxia (Lauzon et al.,
2014).

A microbiota intestinal pode auxiliar no adequado
desenvolvimento gastrointestinal, participar das fung¢des digestivas e
estimular respostas do sistema imune, além de conferir um grau de
protegdo contra infecgdes gastroentéricas (Merrifield et al., 2014).
Conforme Brown, Sadarangani e Finlay (2013), a microbiota intestinal
saudavel, além de auxiliar no processo de digestdo e absorcdo de
nutrientes, também tem papel crucial na prote¢do contra micro-
organismos patogénicos, por meio da competicdo por nutrientes e
imunoestimulagdo de células entéricas. Entretanto, devemos ter em
mente que, ao contrario do que acontece com animais terrestres, grande
parte da microbiota intestinal dos animais aquaticos € transiente. O
intestino de camardes ¢ revestido pela membrana peritrofica, a qual ¢
semipermeavel e acelular. Esta membrana, que reveste o intestino
médio, isola o conteudo intestinal do epitélio, dificultando a colonizagio
do mesmo (Karunasagar et al., 2014). Os micro-organismos capazes de
colonizar o trato digestivo por tempo prolongando, em particular o
intestino médio, devem essa colonizagdo ao fato de o intestino
permanecer intacto durante a muda (Soonthornchai et al., 2015).

Segundo Huang e colab. (2014), a microbiota intestinal de L.
vannamei varia também de acordo com a idade dos animais, conforme
as Familias abaixo:

e Pos-larva de 14 dias até juvenis de um més: Comamonadaceae

(Classe Betaproteobacteria)

e Juvenis de dois meses: Flavobacteriaceae (Bacteoidetes)
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e Juvenis de trés meses: Vibrionaceae (Classe

Gammaproteobacteria)

Ainda de acordo com esses autores, micro-organismos das
Familias Flavobacteriaceae e Rhodobacteriaceae foram detectados, por
pirosequenciamento, em todos os estidgios de crescimento e, portanto,
representam a principal flora microbiana de intestino de L. vannamei.
Complementando esta informagdo, Cardona e colab. (2016) apontam
que os micro-organismos mais frequentes no intestino de camardes sao:
Gammaproteobacteria Vibrionales, seguida de Alphaproteobacteria
Rhodobacteraceae,  Chloroplast ~ Stramenopiles e  Bacteroidia
Bacteroidales. Ja segundo Lakshmi, Viswanath e Gopal (2013), a
microbiota intestinal predominantemente indigena de camardes
marinhos sdo Vibrio e Pseudomonas, sendo que as bactérias acido-
laticas sdo, muitas vezes, subdominantes, em especial o género
Carnobacter.

De forma interessante, ainda ndo had um consenso sobre o
quanto o ambiente externo pode influenciar na composicdo da
microflora intestinal de camardes. Segundo um estudo recente (Cardona
et al,, 2016), a comunidade microbiana intestinal destes animais é
influenciada pelo ambiente. De acordo com os autores, a microbiota de
camardes produzidos em agua clara reflete a microbiota marinha, assim
como camardes produzidos em bioflocos terdo sua microbiota intestinal
influenciada pelas variagdes fisicas que ocorrem no bioflocos, tais como
flutuacdes na clorofila, pH, nitrogénio, entre outros. Em contrapartida,
Tzeng e colab. (2015) concluiram que a genética de camardes tem maior
influéncia na composicdo da microbiota intestinal do que o ambiente
onde estes animais se encontram.

Portanto, analisando diversos autores, deve-se ter em mente que
as populagdes de micro-organismos intestinais podem ser transitorias ou
residentes, além de sofrerem influéncia de fatores como formulac¢do de
dieta, aspectos fisiologicos do hospedeiro e variagdes ambientais.

Em L. vannamei, algumas espécies de bactérias ja foram
descritas, tendo ac@o antagonista frente a patégenos, tais como
Lactobacillus plantarum que, apesar de por tempo limitado, controlou a
infeccdo por Vibrio harveyi (Vieira et al., 2008); e Pediococcus
pentosaceus e Staphylococcus haemolyticus, os quais foram utilizados
como probidticos em camardes naturalmente infectados com WSSV
(Leyva-Madrigal et al., 2011). Por meio de tecnologia de DNA
recombinante, esporos de Bacillus subtillis associados a proteina viral
VP28, do WSSV, possibilitaram uma sobrevivéncia de 83,3% em L.
vannamei infectados com WSSV, tendo sido observado que esses
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esporos associados a proteina viral induziram o aumento da taxa de
fagocitose por parte dos hemocitos (Fu et al., 2011).

De fato, a interagdo entre hospedeiro, micro-organismo e
ambiente ¢ muito rica. Diferentes interagdes podem gerar diferentes
quadros. Conforme o conhecido diagrama de Sneizko Venn aplicado a
esta relagdo, micro-organismos podem ser patogénicos, oportunistas ou
até mesmo ambientais. (Figura 8). Doencas ndo infecciosas resultam da
interagdo unicamente entre hospedeiro ¢ ambiente. A relagdo entre
patdgeno e hospedeiro pode resultar em patdogenos obrigatorios, sendo
esta relagdo muito perigosa, pois ndo necessita de qualquer estresse ou
distirbio ambiental para causar doenga clinica. Micro-organismos
considerados probioticos, ou com possivel a¢do probidtica, sdo aqueles
que, ndo causando infecgdo, estdo presentes no ambiente, seja este
ambiente fisico como a agua de cultivo, ou ambiente microbiano como
no tubo digestivo, e que auxiliam no controle dos micro-organismos
patogénicos. Por fim, claramente doengas infecciosas decorrem da
associacdo entre hospedeiro, ambiente e patdégeno (Owens, 2012).
Competem aos mais recentes estudos e pesquisas, o entendimento e a
classificagdo dos micro-organismos descritos nos diferentes ambientes e
hospedeiros.

Figura 8: Diagram de Sneizko Venn mostrando a interacao entre
hospedeiro, patdogeno e ambiente.
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Fonte: Adaptado de Owens (2012).
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Como ferramenta complementar a gestao frente a enfermidades,
0 uso de probidticos na aquicultura vem ganhando espago. O termo
probidtico ja recebeu diversas definicdes. Nesta revisdo, podemos
entendé-lo como qualquer micro-organismo ou célula microbiana
adicionada via alimentagdo ou ambiente (agua), conferindo beneficios
ao hospedeiro e, como consequéncia, ao produtor e, posteriormente, ao
consumidor final (Merrifield et al., 2010).

Contudo, o uso de probidticos também confere outros
beneficios, além dos ja mencionados acima, tais como redugdo da
populagdo de algas no viveiro, redu¢do nos niveis de nitrogénio e
fosforo e participacdo na decomposicdo da matéria organica. Portanto, o
uso de probidticos também auxilia na manutengdo de uma satisfatoria
qualidade de agua, principalmente quando pensamos em um sistema
super intensivo, com baixa ou troca zero de agua (Jory; Cabrera, 2012).

A grande maioria dos micro-organismos probioticos encontram-
se no grupo das bactérias Gram positivas; dentre estas, as bactérias acido
lacticas sdo consideradas as mais adequadas, devido suas habilidades
antagonistas frente a bactérias patogénicas (Merrifield et al., 2014).
Algumas bactérias Gram negativas também ja foram descritas com
efeitos probioticos, porém geralmente sdo bactérias autoctones e com
uso comercial limitado (Castex; Daniels; Cheim, 2014). Em crustaceos,
micro-organismos ja sdo estudados com possivel agdo probiotica,
conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Micro-organismos com possivel a¢do probidtica em
crustaceos.

MICRO-ORGANISMOS COM POSSIVEL ACAO PROBIOTICA

Bactérias Gram Bactérias .
- - Leveduras Microalga
positivas Gram negativas —
Bacillus spp Vibro spp accnaromyces Tetraselmis
Spp Sp
Micrococcus sp Pseudomonas spp Phaffia sp
Lactobacillus spp Bdellovibrio spp
Lactococcus spp Aeromonas spp
Pediococcus sp Alteromonas spp
Arthrobacter sp Halomonas sp

Fonte: Castex, Daniels, Cheim (2014).

Por fim, a identificagdo e caracteriza¢do de bactérias presentes
nos camardes e na agua de producdo podem ser realizadas através de
selecdo em meio de cultura, por métodos bioquimicos e por métodos
moleculares. Contudo, estima-se que apenas 10 a 50% da populagdo de
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bactérias do sistema digestério de camardes sejam cultivaveis
(Holzapfel et al.,, 1998). De fato, se pensarmos em comunidade
microbiana de forma geral, somente cerca de aproximadamente 0,1 a
10% dos micro-organismos sdo cultivaveis (Head; Saundersm; Pickup,
1998). Métodos moleculares independentes de selecdo em meios de
cultura, como por exemplo, a Reagdo em Cadeia da Polimerase - PCR
(Polymerase Chain Reaction), seguida de sequenciamento do DNA
amplificado, permitem uma identificagdo mais rapida e mais completa,
ou abrangente, principalmente em ecossistemas complexos (Muyzer;
Smalla, 1998). A analise filogenética e taxondmica da sequéncia do
gene ribossomal 16S (16S rRNA), o mais usado para analise taxonOmica
e filogenética em procariotos, representa o que ha hoje de mais moderno
em termos de técnicas de identificagdo de micro-organismos em
Biologia Molecular.

Porém, deve-se ter em mente que a analise do gene 16S rRNA
nao rouba o mérito da analise microbioldgica classica. Podemos hoje
identificar micro-organismos independentemente de técnicas de cultura;
contudo, ainda é muito dificil inferir a fisiologia e o papel ecologico dos
micro-organismos sem poder cultiva-los e realizar experimentagdo em
laboratério. Muitos microbiologistas acreditam que todo micro-
organismo vivo achado na natureza ¢ capaz de ser cultivado em
laboratoério, desde que com as condigdes ideais. Sobre esta questdao, ha
ainda um debate no meio cientifico (Kirchman, 2012).

O gene 16S rRNA ¢ encontrado em todas as bactérias e arqueas,
sendo também encontrado em mitocondrias e cloroplastos de eucariotos.
Diferentes regides do gene 16S rRNA apresentam variabilidades
distintas, desde uma regido altamente conservada, a qual é muito
semelhante em todos os organismos, até regides com alta variabilidade,
as quais diferem grandemente entre organismos. As regides altamente
conservadas sdo Uteis na analise comparativa de amostras complexas; as
regides variaveis sdo utilizadas para distinguir um grupo de micro-
organismo de outro. Entende-se que o gene apresenta regides altamente
conservadas, pois este codifica para um componente importante para as
fungdes ribossomais, onde alteragdes podem levar a mutagdes deletérias
e ndo toleradas. As andlises filogenéticas resultantes do estudo do gene
16S rRNA corroboram outras analises filogenéticas realizadas com
outros genes, além de representarem a historia evolutiva dos micro-
organismos, sendo que a identificagdo taxonOmica ¢ possivel devido a
presenca de nove regides hipervariaveis (Kirchman, 2012).

Todavia, ao se analisar a diversidade bacteriana utilizando o
gene 16S rRNA, deve-se ter em mente alguns contrapontos. Muitas
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bactérias possuem diversas copias desse gene. Estima-se que, em média,
cada bactéria presente no oceano tenha 1,8 16S rRNA gene por genoma,
0 que pode superestimar a abundéncia de bactérias na natureza (Biers et
al., 2009). Como ja mencionado anteriormente, dois micro-organismos
podem ter semelhanga genética, apesar de diferirem em termos de
fisiologia e ecologia, visto que o gene 16S rRNA é muito conservado
(Kirchman, 2012).

Tendo isto em mente, a andlise do gene 16S rRNA para
caracterizagdo de micro-organismos ¢ de grande valia para o estudo de
comunidades microbianas. Como vantagens, podemos citar: a
ocorréncia universal em todos os organismos procariotos; a existéncia
de regides longas e altamente conservadas, as quais sdo Uteis para estudo
de relagdes filogenéticas distantes; a presenga suficiente de regides
variaveis que permitem avaliagdo de relagdes filogenéticas proximas; e a
ndo propensdo a rapidas mudangas na sequéncia, servindo, entdo, como
crondmetro evolutivo (Reineke; Devi, 2013).

9. Contextualizagio e justificativa do presente estudo

Um dos pilares preconizados atualmente para o mundo
contemporaneo ¢ a sustentabilidade. A aquicultura, inserida neste
contexto, deve visar realizar a produ¢do animal tendo em mente algumas
caracteristicas especificas, referentes as boas praticas de manejo, tais
como:

e Uso sustentavel da dgua e da terra, minimizando o impacto
negativo ao meio ambiente;

e Evitar a introdug@o de espécies exoticas ou transgénicas no
meio ambiente;

e Uso responsavel e minimo de quimicos que possam causar dano
ao meio ambiente, a animais e/ou a seres humanos;

e Reduzir uso de estoques selvagens;

e Implementar praticas de controle sanitario;

e Otimizar os beneficios sociais e econémicos advindos da
atividade;

e Garantir direitos e bem-estar ao corpo técnico dos
empreendimentos.

Especificamente sobre a implementagdo de praticas relativas a
saide animal, buscam-se bioseguridade, tecnologias que reduzam o
estresse e que envolvam o manejo sanitario adequado, alta qualidade do
produto final, transporte responsavel de animais vivos ou de seus



62

subprodutos, além da implementagdo de estratégias que minimizem ao
maximo o alastramento de doencas para além das fazendas (FAO,
2001b).

Com esta perspectiva, a produgdo de camardes em meio com
bioflocos mostra-se de grande relevancia, devido ao seu aspecto
sustentavel e biosseguro.

Ainda que as doencas infecciosas sejam o maior obstaculo a
aquicultura atual, em particular para a carcinicultura, o entendimento
das técnicas e opgodes de controle das infec¢des, especialmente as virais,
tem melhorado com o passar dos anos, especialmente devido a
experiéncias vividas por produtores da Asia e da América Latina,
auxiliada pelos constantes estudos em excelentes centros de pesquisa.
Contando com o uso de ferramentas, tais como a manipulacdo da
microbiota intestinal e o conhecimento das patogenias, podemos afirmar
que a aquicultura tem ainda um grande potencial de crescimento, em
especial no Brasil, tanto por suas caracteristicas continentais, quanto
pela diversidade climatica e qualidade de producao.

Relativamente poucos projetos baseados em estratégias
metodologicas de Biologia Molecular t€ém sido realizados de forma
sistematica envolvendo cultivos de camardo em sistema de bioflocos.
Visto que este sistema tende a ser cada vez mais escolhido por
produtores de camardo engajados com tecnologia de alto nivel e alta
produtividade, fazem-se necessarias a caracterizagdo e a identificagdo
microbioldgica ¢ molecular da microbiota nele presente. Estudos que
caracterizem e descrevam os micro-organismos presentes no sistema de
bioflocos na carcinicultura sdo essenciais para que a atividade alcance
6timos niveis tecnoldgicos e de produtividade, tornando-se, ainda,
ambientalmente correta e economicamente viavel.

Atualmente, toda a producdo animal busca minimizar
significativamente e/ou ndo mais usar compostos quimicos como forma
de tratamento de infeccdes que os animais possam vir a enfrentar.
Busca-se, de forma sabia, a prevengdo por meio da manipulagdo de
micro-organismos presentes na agua de cultivo e no animal, com énfase
na microbiota intestinal, aliado a boas praticas de manejo. Portanto,
conhecer a microbiota presente no ambiente aquatico de cultivo, bem
como no intestino de camardes contribui, incentiva e favorece o correto
uso de prébidticos e probidticos na carcinicultura. Além disso, o
conhecimento de flutuacdes desta microbiota frente a quadros
patogénicos permite o desenvolvimento de parametros referéncia de
sanidade animal.
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Visto que um dos grandes desafios da carcinicultura atual ¢
representado pelas infecgdes, principalmente aquelas de etiologia viral,
mostra-se de fundamental importancia o conhecimento da patogenia da
Sindrome da Mancha Branca, a qual tem sido a mais problematica
infecc@o viral em camardes ao redor do globo, desde a década de 90. O
entendimento sobre os mecanismos moleculares que envolvem a
infeccdo do virus da sindrome da mancha branca em Litopenaeus
vannamei, bem como as respostas moleculares do hospedeiro, propicia o
desenvolvimento de métodos de prevengdo e controle deste virus
altamente patogénico para a carcinicultura, podendo, ainda, fornecer
subsidios para a selecdo de individuos menos susceptiveis.

Neste contexto, o presente estudo avaliou, a partir do nivel de
transcritos de alguns genes alvo, as respostas moleculares de camardes
L.vannamei frente ao WSSV, em diferentes tecidos, em duas condi¢oes
de cultivo distintas: agua clara tratada (ACT) e bioflocos (BFT).
Paralelamente, visando avaliar a influéncia do WSSV na microbiota
intestinal, assim como na microflora da dgua circundante nestas duas
condi¢des, essa microbiota foi analisada e caracterizada com base no
gene 16S rRNA.

Os resultados deste trabalho experimental serdo publicados,
respectivamente, nos seguintes periodicos:

1. “Molecular responses in Pacific white shrimp,
Litopenaeus vannamei, kept in biofloc and in clear
seawater and challenged with the White Spot
Syndrome Virus.”

Aquaculture Research

2. “Comparative profile of intestine microbiota in WSSV
infected shrimp (Litopenaeus vannamei) under two
different rearing systems.”

Journal of Applied Microbiology
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10. Objetivos
10.1 Geral

Avaliar respostas moleculares de defesa de Litopenaeus
vannamei frente a infecgdo pelo Virus da Sindrome da Mancha Branca
(WSSV), relacionando-as com o microbioma do seu trato digestivo, em
dois diferentes sistemas experimentais de cultivo, agua clara e bioflocos,
a fim de fornecer subsidios para as medidas que buscam minimizar o
impacto deste agente patogé€nico sobre os cultivos.

10.2 Especificos

e Avaliar o perfil transcricional de genes alvo relacionados a
defesa molecular em branquias, hepatopancreas e hemocitos de
Litopenaeus vannamei infectados experimentalmente com o
WSSV e mantidos em dois sistemas experimentais de cultivo
diferentes, a saber, agua clara (AC) e bioflocos (BFT);

e Caracterizar a biodiversidade molecular da microbiota presente
na agua de dois sistemas experimentais de cultivo diferentes:
ACT e BFT.

e (Caracterizar a microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei,
antes e apos infecgdo experimental com o WSSV.
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CAPITULO 1

Transcricio de genes de defesa no camardo branco do Pacifico,
Litopenaeus vannamei, mantidos em bioflocos e em agua clara e
desafiados com o virus da sindrome mancha branca.

Cecilia de Souza Valente!, Karla Oliveira Ortiz!, Rachel
Depperschmidt?, Ana Paula de Medeiros Fraga', Felipe do Nascimento
Vieira® & Maria Risoleta Freire Marques'”

"Laboratorio de Biomarcadores de Contaminagio Aquatica e Imunoquimica,
Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianoépolis, SC, Brasil

2Programa MHIRT / NIH, Christian Brothers University, Memphis, TN, Estados
Unidos da América

3 Laboratorio de Camardes Marinhos, Departamento de Aquicultura, Universidade
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Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil, CEP 88040-900.

E-mail: risoleta.marques@ufsc.br

Resumo

A carcinicultura em sistema com bioflocos (BFT) mostra-se como uma
alternativa sustentavel, reduzindo os impactos ambientais devido a troca
zero de agua. O sistema BFT também se apresenta como ferramenta
para a bioseguridade da producdo, além de fonte adicional de alimento
para os camardes. A sindrome da mancha branca é considerada a doenga
de etiologia viral mais devastadora para a carcinicultura, responsavel por
negativos impactos socioeconémicos em nivel mundial. Neste trabalho
comparamos as taxas de sobrevivéncia e os perfis de transcricdo de
genes alvo em diferentes tecidos de espécimes juvenis do camardo
branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei, mantidos em BFT, ou em
sistema convencional com agua clara (ACT), apds desafio experimental
com o virus da sindrome da mancha branca (WSSV). Apos a infec¢ao
experimental, a taxa de sobrevivéncia foi maior entre os camardes
mantidos em ACT, os quais também apresentaram menor carga viral 48
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horas apés a infec¢do. Um unico camardo sobreviveu 72 horas pos-
infecgdo no BFT, representando, provavelmente, um padrio de menor
susceptibilidade ao virus. Nao houve diferenca significativa quanto ao
perfil de transcri¢ao dos genes alvo entre BFT e ACT, antes da infecgéo
viral, sugerindo que a transcrigdo génica possa ter sido modulada pela
presenga do virus. As alteracdes no perfil de genes alvo foram mais
frequentemente observadas no hepatopancreas. Dos onze genes alvo
selecionados, aqueles que codificam para Calreticulina, p-tubulina e
ProPO mostraram regulagdo positiva mais significativa, seguidos de
OM, SOD e Ubiquitina. Embora BFT seja considerado um sistema
biosseguro, os camardes mantidos neste sistema ndo, necessariamente,
respondem de forma mais eficaz frente a patogenos altamente
virulentos, como o0 WSSV.

Palavras-chave: bioflocos, camardo, transcrigdo génica, WSSV.

1. Introducio

As condigdes de cativeiro podem acarretar maior susceptibilidade
dos camardes a diferentes patdogenos, como bactérias, virus, parasitas e
fungos, mas s3o as epidemias de etiologia viral as responsaveis por
significativas perdas econdmicas (Lightner et al., 2012). A doenga da
mancha branca (WSD) tem sido desde a década de 90 a doenga viral
mais devastadora para a carcinicultura, levando a grandes impactos
socioecondmicos negativos em todo o mundo. O seu agente etioldgico,
o virus da sindrome da mancha branca (WSSV) pode ser altamente
virulento, levando a mortalidade em massa (80-100%) nos tanques, em
poucos dias (trés a dez dias), apos inicio dos sinais clinicos.

A tecnologia de bioflocos (BFT) apresenta-se como uma alternativa
sustentavel a carcinicultura tradicional, uma vez que reduz os impactos
ambientais devido a reutilizagdo de nutrientes, além de requerer pouca
ou nenhuma troca de 4dgua. E caracterizado como um sistema intensivo,
onde os animais aquaticos sdo criados em altas densidades. Os
agregados de micro-organismos, associados a particulas, coloides,
polimeros organicos e células mortas, estdo presentes na coluna de agua,
com a predominancia de bactérias aerdbicas heterotroficas. A principal
vantagem do BFT ¢ ser considerado mais biosseguro, pois a introdugao
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de agentes patogénicos no sistema é menos provavel (Crab et al., 2012,
Cardona et al., 2016).

Os crustaceos ndo apresentam sistema imune adaptativo. No
entanto, suas eficientes respostas de defesa sdo baseadas em seu sistema
imune inato, o qual compreende componentes celulares ¢ humorais
(Hauton, 2012). Além disso, suas respostas de defesa também dependem
de outras vias bioquimicas. Portanto, investigar respostas moleculares
relacionadas aos diversos processos biologicos, tais como respostas de
defesa antioxidante, apoptose, translocacdo de proteina, turnover
proteico e vias energéticas, contribui para a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na complexa resposta contra
patéogenos, bem como na alteragdo da bioquimica celular, em
consequéncia do inicio da infeccao patogénica.

Como parte do sistema de defesa antioxidante, a enzima
superdxido dismutase (SOD) ¢ digna de estudos. Esta enzima catalisa a
dismutagdo do superoxido para moléculas inofensivas, produzidas apds
o processo de fagocitose e que podem ser usadas como indicadores de
estresse (Smith et al., 2014).

Sobre o sistema imune inato de invertebrados, uma das principais
respostas em crustaceos € o sistema de ativacdo da profenoloxidase
(proPO), a qual compde a sintese bioquimica da melanina. A sintese
deste pigmento inclui moléculas citotoxicas, como resposta do
hospedeiro a infeccdo ou ao trauma (Smith et al., 2014). Além do
proprio gene proPO, Xu, Wu e Zhang (2008) sugeriram que o gene OM
também participa da cascata proPO. A apoptose, a qual elimina células
infectadas com virus e outros agentes patogénicos (Smith et al. 2014),
envolve o produto do gene QM, isto €, uma proteina apoptotica.

Portanto, para melhor compreender as respostas moleculares do
camardo Litopenaeus vannamei frente a infeccdo pelo WSSV,
analisamos o perfil de transcricdo de genes alvo em camardes desafiados
experimentalmente com o virus, € mantidos em dois sistemas de cultivo
experimental diferentes, BTF e dgua clara tratada (ACT). Além disso,
analisamos comparativamente as taxas de sobrevivéncia e a
quantificacdo do virus nos camardes em ambos os sistemas de cultivo.
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2. Material e Métodos

a. Espécimes e condigdes de aclimagéo

Os camardes foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de
Camardes Marinhos, Departamento de Aquicultura, Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC/CCA/LCM). O referido laboratério
emprega praticas de manejo sanitario adequadas, sendo os camardes
utilizados provenientes de um sistema de produ¢do BTF maduro.

Um total de 168 espécimes juvenis de Litopenaeus vannamei com
8,0 £ 1,0 gramas foram coletados aleatoriamente e aclimatados por um
periodo de quinze dias: 84 animais em um sistema BTF
quimioautotrofico, enquanto 84 em agua clara tratada (ACT). A ACT ¢
um sistema utilizado exclusivamente para experimentacdo. No LCM, a
aclimatagdo dos camardes em ACT foi realizada em um tanque com
capacidade de 5000 L, com um sistema de renovag@o continua de dgua
do mar filtrada, com aeragdo constante e tratada com luz UV, enquanto
que os camardes no sistema com BFT foram mantidos em um tanque
com capacidade de 1000 L, nas condi¢cdes preconizadas para esse
sistema, ou seja, sem renovagdo de agua e com forte aeragdo central por
Aero-Tube ™, Este tanque foi coberto com uma rede escura a fim de
criar sombreamento, limitando assim a incidéncia de luz solar e evitando
que os camaroes saltassem do tanque.

Durante o periodo de aclimatagdo, todos os camardes foram
alimentados diariamente com ragdo comercial. A alimenta¢do foi
calculada para 3% da biomassa, dividida trés vezes ao dia.

A qualidade da 4gua em ambos os sistemas era avaliada duas vezes
ao dia para temperatura e oxigénio dissolvido, assim como duas vezes
por semana para pH, amoénia, nitrito, nitrato, fosfato, salinidade,
alcalinidade, turbidez e sélidos suspensos totais. Caso a alcalinidade
apresentasse valor inferior a 120 mg.L-!, era adicionada cal hidratada
[Ca(OH)2], na propor¢do de 20% a 30% da alimentagdo.
Semelhantemente, quando a gravimetria revelasse valor superior a 600
mg.L!, ou a determinagdo pelo cone de sedimentagdo Imhoff resultasse
em volume superior a 4 mg.L"!, removiam-se os solidos suspensos totais
por decantadores.

Ao final deste periodo de aclimatacdo, os animais de cada tanque
de cada sistema foram distribuidos aleatoriamente em tanques menores
(unidades experimentais), conforme detalhado no item 2b.
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b. Infec¢do experimental com o virus da sindrome da mancha
branca (WSSV)

Ao final dos quinze dias, os animais (10 = 1,2 g) foram distribuidos
aleatoriamente em quatorze aquarios de 25 L cada, contendo ACT ou
BTF, de acordo com sua condi¢do original de aclimatagdo (n = 12
camardes por aquario), e com densidade inicial de 480 camardes/m?.

Apo6s um periodo de 36h nos novos aquarios, 96 camardes foram
individualmente infectados com um in6culo de WSSV (5,3 x 10* virus.
ml-'/animal), preparado conforme descrito por Valentim-Neto e colab.
(2014). Os camardes foram inoculados através de uma injegdo
intramuscular com 100 pl do inéculo, no terceiro segmento abdominal
da regido dorsal, utilizando uma seringa estéril de 1 ml. Como grupo
controle para cada sistema (ACT e BTF), camardes (n = 8 / sistema)
foram injetados da mesma forma e com igual volume, porém com
solu¢do salina marinha estéril.

A sobrevivéncia dos camardes foi monitorada até 72h apds a
infecgdo. Ao longo deste periodo, foram ainda monitoradas possiveis
mudangas de comportamento, coloragdo corporal, consumo de ragao e,
eventualmente, sinais clinicos visiveis externos.

¢. Amostragem

Os animais foram amostrados aleatoriamente e os tecidos foram
coletados individualmente em trés momentos: antes do desafio viral
(Oh), 48h pos-infecgdo (p.i.) e 72h p.i. Apods anestesiar os animais por
hipotermia, a hemolinfa foi extraida usando-se uma seringa estéril de 1
ml, contendo 500 pL de solugdo de Alsever modificada e gelada (1:1)
(Chen et al.,, 2011). Hepatopancreas, branquias e pledpodes foram
coletados usando-se tesoura e pingas previamente esterilizadas. Em cada
coleta, foram amostrados quatro animais por tanque. Os tecidos
coletados foram imediatamente transferidos para um microtubo estéril
DNase e RNase fiee. A hemolinfa foi imediatamente centrifugada a 800
x g durante 10min a 4 °C, para separar o plasma dos hemdcitos. As
amostras foram inicialmente mantidas em nitrogénio liquido e, em
seguida, armazenadas a -80 °C para analise posterior. A Figura 1
apresenta o esquema ilustrativo do desafio viral experimental.
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Figura 1: Esquema ilustrativo do desafio experimental com o virus da
sindrome da mancha branca (WSSV) em Litopenaeus vannamei,
mantidos em dois sistemas experimentais, i.e., bioflocos e agua clara.

4 n=48
Bioflocos Animais
infectados
15 dias de
aclimatacdo g n=8
) Grupo
) Infecgio controle
Agua clara experimental
(WSSV)

n=48
i < Animais
Momtoramer}to até i
72hp.i.
n=8
Amostragem Gl'upol
Oh, 48he 72hp.i controle

12 aquarios de bioflocos, 12 aquarios de agua clara e 2 aquarios controles.
Numero de animais por coleta: 56 camardes; 3 coletas ao todo.
Fonte: a autora.

d. Quantificacdo viral

d.1 Preparagdo das amostras para extragdo de DNA

Um volume de 100 ml de 4gua de ambos os sistemas (BFT e ACT)
foi filtrado através de um filtro de membrana de 0,22 um e, entdo,
lavado duas vezes com um volume igual de agua tamponada estéril
(Rivera et al., 2003). Posteriormente, os filtros foram cortados em
quatro partes e ¥ foi usado para realizar a extragdo de DNA.

As amostras de sedimento de bioflocos (250 ul) foram lavadas duas
vezes com a mesma agua tamponada descrita acima e entdo
centrifugadas por Smin, a 3080 x g, a 4 °C, antes da extragdo de DNA.

Dos pledpodes, foi utilizado um total de 100 mg do tecido para
extragdo total de DNA (48h p.i. e 72h p.i.).
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d.2 Extra¢ao de DNA

A extracdo de DNA foi efetuada nas condi¢des descritas
previamente por Moser (2011). Esta foi realizada a partir dos tecidos
coletados e armazenados como descrito acima, em uma solugdo de lise
com TE 1x, SDS a 1% e proteinase K (1 mg.ml!), incubados a 65 °C
por 1h. A incubagao foi seguida pela adigdo de NaCl 5 M e CTAB 10%
a mistura, e nova incubagdo a 55 °C por 40min. Em seguida, adicionou-
se cloroférmio-isoamilico, homogeneizou-se a mistura ¢ a mesma foi
centrifugada a 14000 x g durante 8min, a 4 °C. Os sobrenadantes foram
separados em um novo microtubo e adicionou-se isopropanol. O
precipitado de DNA foi lavado com etanol duas vezes, eluido em agua
para biologia molecular ultrapura e mantido a -20 °C até o uso.

Para avaliar o grau de pureza das amostras de DNA, a relagdo dos
valores de Absorbancia a 260/280 nm e 260/230nm foram mensurados
em espectrofotometro UV (NanoDrop 2000, ThermoScientific®).

d.3 Quantificacdo viral por PCR quantitativa em tempo real (RT-
gqPCR)

A quantificacdo viral foi realizada por RT-¢gPCR, a partir do DNA
extraido das amostras, conforme descrito acima, utilizando os
iniciadores WSI1F (5-CGTGCTGGCGATGACATTCCAATA-3") e
WSIR (5-TTGAACCATCAAGACTCGCCCTCT-3"). O par de
iniciadores foi desenhado por Miiller (2009), com base no produto de
PCR nested, obtido a partir dos iniciadores descritos anteriormente por
Lo e colab. (1996), amplificando como resultado um produto de 126 pb.

As reacOes de amplificagdo em tempo real foram realizadas
utilizando o equipamento Rotor-Gene TM 6000 (Qiagen®), em um
volume final de 20 pL. O mix de reagdo consistiu em QuantifastTM
SYBR® Green (Qiagen®), 1 uM de cada iniciador, além de 100 ng.ul™!
de DNA. As condi¢cdes de amplificagdio foram as seguintes:
desnaturagdo inicial a 95 °C por 10min, seguida de 45 ciclos a 95 °C por
30s, 55 °C durante 30s e 72 °C durante 10s. Ao final dos ciclos, uma
curva de dissociagdo (melting) foi realizada com o produto obtido,
aumentando-se a temperatura em 1 °C a cada 5s, na faixa de 72 °C a 95
°C, a fim de confirmar a especificidade dos iniciadores.

Foram realizadas duas repetigoes da reagdo de gPCR (duplicata),
sendo cinco repeti¢des bioldgicas para cada grupo experimental (48h
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p-i., 72h p.i., controles; BFT e ACT). A curva padrio, necessaria para a
quantificacdo precisa, foi baseada em uma curva de concentracdo, obtida
a partir de dilui¢des seriadas (3,5 x 107 a 3,5 copias/pl) de um plasmideo
contendo o fragmento alvo do WSSV (produto do segundo passo da
PCR nested), conforme descrito anteriormente por Miiller (2009).
Aliquotas de agua para biologia molecular ultrapura foram incluidas
como controle negativo. As condi¢des para resultados aceitaveis foram
baseadas na eficiéncia entre 0,95 - 1,05, R? (coeficiente de correlagdo) >
0,98 e M (inclinacdo da reta) -3.

e. Analise do nivel de transcritos de genes alvo

e.1 Extra¢do de RNA

O RNA total foi extraido de branquias, hemocitos e hepatopancreas,
dos grupos experimentais pré-infec¢do (tempo Oh) e 48h p.i. Foi
utilizado o reagente QIAzol Lysis Reagent (Qiagen®), de acordo com as
instru¢des do fabricante. A transcri¢do reversa foi realizada utilizando-
se o reagente QuantiTec Reverse Transcription (Qiagen®), de acordo
com as recomendagdes do kit. A qualidade do RNA extraido e do cDNA
obtido foram averiguadas com base nas relagdes de densidade optica a
260/280 nm e 260/230 nm, utilizando um espectrofotometro UV
(NanoDrop 2000, ThermoScientific®).

e.2 PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)

Os ensaios de RT-gPCR foram realizados para avaliar os niveis de
transcri¢ao de genes alvo. Os genes alvo foram selecionados com base
em uma biblioteca subtrativa supressiva (SSH) de cDNA, previamente
obtida por nosso grupo (Miiller et al., submetido), utilizando camarao
cultivado e naturalmente infectado com WSSV (WSSV +) versus
camardo cultivado ndo infectado (WSSV -). Os iniciadores foram
projetados com o programa Primer Quest (Integrated DNA Technology,
Inc.), com base nos genes identificados na biblioteca de SSH de cDNA.
Os genes alvo escolhidos, bem como os respectivos iniciadores
utilizados estdo mostrados na Tabela 1.
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As reagdes de amplificacdo foram realizadas com o kit Quantifast
SYBR Green (Qiagen®), em um volume final de 20 pl, utilizando-se
100 ng.ul'' de ¢cDNA por amostra. As condigdes de amplificagdo foram
as seguintes: desnaturacdo inicial a 95 °C durante Smin, seguida por 50
ciclos de 95 °C por 10s e 60 °C por 30s, e, ao termino dos ciclos, uma
curva de dissociacdo, em intervalos ascendentes de 1 °C, na faixa de 55
°C a 95 °C. Entre os genes testados, o gene que codifica para 0 RNA
ribossomico 18S de decapodes (18S rRNA) foi utilizado para controle
interno, como gene referéncia. As amostras foram preparadas com duas
repeticdes da reagdo de PCR, com um total de dez repetigdes biologicas
para cada grupo experimental (pré-infec¢do, tempo zero, e, 48h p.i.).
Como controle negativo, todos os ensaios incluiram aliquotas de agua
para biologia molecular ultrapura. O calculo para a avaliagdo
comparativa dos niveis de transcritos (expressdo relativa) foi realizado
pelo método comparativo do valor do threshold cycle (ciclo limiar) ou
valor de Ct (224CT) (Livak & Schmittgen, 2001). Os pardmetros de
aceitacdo dos resultados foram os mesmos descritos para a quantificagdo
viral. Alteragdes no nivel de transcritos génicos foram consideradas
quando acima de 1,5 vezes.

f.  Analise estatistica

A andlise das diferencas nos niveis de transcritos dos genes alvo foi
baseada nas seguintes comparagdes: entre BFT ¢ ACT, antes (Oh) e apos
48h da infec¢do viral; e, em cada sistema, pré-infeccdo versus pos-
infeccdo. Os resultados estatisticos para esta analise foram determinados
através do teste t para amostras independentes, com nivel de confianca
de 95%.
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3. Resultados
a. Niveis de transcritos de genes alvos nos sistemas experimentais

A comparagao do perfil de transcrigdo dos camardes mantidos em
ACT versus aqueles mantidos em BFT revelou diferengas somente
frente ao desafio viral, i.e., apenas ap6s a infecgdo viral.

Apdés a infeccdo pelo WSSV, as branquias dos animais
provenientes dos tanques de ACT mostraram ser o tecido cujo perfil de
transcritos foi compativel com uma maior inducao génica.

Os genes Calreticulina, GAPDH e HI ndo apresentaram diferengas
nos niveis de seus respectivos transcritos, ou seja, ndo foi observada
diferenga no nimero de transcritos para esses genes entre 0s camardes
infectados pelo WSSV, independente do sistema experimental nos quais
os animais foram mantidos (ACT ou BFT).

Por outro lado, os genes OM, proPOI1 e SEC 61 destacaram-se,
mostrando elevada regulagdo positiva (= 50x), apos a infec¢do viral,
tanto em ACT, como em BFT, e nos trés tecidos analisados (Figura 4).

Logo, os resultados relativos a comparagdo ACT versus BFT
indicam que a infec¢do pelo WSSV influenciou de forma semelhante as
respostas moleculares nas branquias e no hepatopancreas do hospedeiro,
associadas aos genes analisados, independente do sistema.

Cabe destacar que essa similaridade entre as repostas registradas
nos dois sistemas, ACT e BFT, ndo foi observada no caso dos
hemocitos. Por outro lado, naturalmente, houve diferengas nessas
mesmas respostas moleculares, antes e apos a infec¢do, nos dois
sistemas, i.e., ACT e BFT. Neste caso, as respostas foram mais
proeminentes nas branquias.
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Figura 2: Perfil comparativo do nivel de transcritos de genes alvo em
Litopenaeus vannamei, entre sistemas distintos, i.e., bioflocos (BFT) e
agua clara (ACT), 48h apods desafio com o virus da sindrome da mancha
branca (WSSV).

Niveig significativos de franscritos entre sistemas 48h p.i.
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BFT: bioflocos; ACT: 4gua clara. Quantificacdo relativa do nimero de
transcritos em relagdo ao gene rRNA 18S, utilizado como referéncia. Eixo y
indica nimero de vezes em que o gene foi induzido ou reprimido. Nivel de
significancia: 95%. * diferencialmente transcrito.

b. Sobrevivéncia de Litopenaeus vannamei frente ao desafio viral
com WSSV

Em nosso desafio experimental, nenhuma mortalidade foi registrada
nas primeiras 24h p.i., em nenhum dos tanques, independente do sistema
(ACT ou BFT). Contudo, alguns sinais clinicos foram observados nesse
periodo, como letargia, corpo delgado e avermelhado, ¢ redugdo no
consumo alimentar. Apds 24h, os sinais clinicos se intensificaram, e
tendo sido observadas as primeiras mortes, em ambos os sistemas (ACT
e BFT).



78

A taxa de sobrevivéncia dos camardes em ACT e BTF foi
significativamente diferente, i.e., houve maior mortalidade nos tanques
de bioflocos (BTF). Ademais, as mortes ocorreram mais rapidamente
dentre os animais mantidos em BFT, em rela¢do aos animais mantidos
em ACT. Em 72h p.i., observamos um pequeno nimero de animais com
infecg@o subclinica (camardo assintomatico). A mortalidade cumulativa
foi maior em 48h p.i. em relacdo a 72h p.i.

Apenas um animal sobreviveu ao desafio viral por 72h, em BFT.
Este mesmo individuo ndo apresentou quaisquer sinais clinicos visiveis.
Os dados de sobrevivéncia (%) registrados ao longo do experimento
estdo apresentados na Figura 2. Ressaltamos que ndo foi observada
nenhuma morte entre os camardes dos grupos controle (tanto ACT,
como BFT) ao longo do mesmo periodo (72h). Nao houve diferenca
significativa no peso corporal final dos animais (10,36 g + 0,18 em BFT;
10,98 g+ 1,28 em ACT).

Figura 3: Taxa de sobrevivéncia (%) de Litopenaeus vannamei

apos infec¢do experimental com o virus da sindrome da mancha branca
(WSSV).

Sobrevivéncia de Lifopenaeus vannamel apos desafio com WSSV
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ACT: agua clara tratada. BFT: bioflocos. CTR: grupo controle (camardes néo-
inoculados com 0 WSSV, em ACT e em BFT).
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¢. Quantificacdo viral por RT-qPCR

A quantificagdo viral realizada nos camardes 48h p.i., mostrou uma
carga viral maior nos animais mantidos em BFT, em relagdo aqueles
mantidos em ACT. Por outro lado, no Unico camardo infectado que
sobreviveu até 72h p.d. em BFT, a carga viral mostrou-se
comparativamente menor. Este resultado encontrou paralelo na
observacdo de que este mesmo individuo estava entre 0s poucos
sobreviventes sem sinais clinicos visiveis, como alguns dos animais
sobreviventes em ACT pelo mesmo periodo (72h p.i.). Além disso,
nenhuma diferenca foi observada na carga viral entre 48h e 72h p.i. nos
camardes mantidos em ACT (Tabela 2).

Tabela 2: Quantificagdo viral em camardes, Litopenaeus vannamei,
determinada através de RT-gPCR, apds infecgdo experimental com o
virus da sindrome da mancha branca (WSSV). I — Carga viral (WSSV)
em amostras de pledpodes de camardes mantidos em agua clara tratada
(ACT) e em bioflocos (BFT), em 48 e 72h pos-infecgdo. II — Carga viral
(WSSV) em amostras de agua de ACT e BFT e em sedimento de BFT.

I - Carga viral nos camardes

Tempo (h) Agua clara Bioflocos
(nI'y* (nI')*
48 1,0 x 10— 1,7 x 107 1,2x 108- 1,8 x 108
72 1,0x 107-2,8 x 107 1,0x 10°

II — Carga viral em amostras de 4gua e sedimento**

Amostra (ul'h)

Agua clara 7,9 x 10*

Agua de bioflocos 4,6 x 10*
3,2 x 10*

Sedimento de bioflocos

* O intervalo da carga viral corresponde aos valores determinados,
individualmente, para um total de cinco camardes, exceto 72h p.i. no sistema
com bioflocos, cujo valor corresponde a carga viral do Unico individuo
sobrevivente; ** A carga viral de amostras de agua e sedimento foi obtida a
partir de amostras agrupadas [100 ml de 4gua / tanque (6 aquarios); sedimento
em 1L de agua / tanque (6 aquarios)].
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d. Analise do nivel de transcritos de genes alvo

Ao compararmos o perfil de transcritos de genes alvo nos tempos
pré-infeccao (Oh) e poés-infeccdo (48h p.i.), observamos uma diferenga
significativa entre o nivel dos transcritos de camardes infectados
experimentalmente, e ndo infectados.

Alguns dos genes alvo mostraram transcri¢ao diferencial somente
em um determinado tecido, como no caso dos genes [-tubulina,
Calreticulina, proPOI ¢ SOD no hepatopancreas. Por outro lado, os
genes OM e Ubiquitina foram transcritos diferencialmente em todos os
tecidos analisados. De outro modo, os niveis de transcricio de HI ¢
GAPDH nido se mostraram diferentes entre animais infectados e ndo
infectados (Tabela 3).

As diferencas no nivel de transcritos entre camardes desafiados e
ndo desafiados com WSSV foram muito maiores no caso de genes que
se mostraram induzidos (regulados positivamente).

Além disso, maiores diferengas nos niveis de transcri¢do foram
mais evidentes no hepatopancreas de camardes mantidos em bioflocos.
No geral, os hemocitos ndo apresentaram alteragdes notaveis no nivel de
transcrigdo dos genes alvo selecionados, apos a infecgdo viral. A tabela
3 resume as observagdes relativas ao perfil dos transcritos dos genes
alvo 48h p.i,, tendo sido utilizado o gene que codifica o RNA
ribossomal 18S de decdpodes (rRNA 18S) como gene referéncia. Os
graficos da Figura 3 mostram, comparativamente, esse mesmo perfil
para os diferentes tecidos analisados.
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Figura 4: Graficos do perfil quantitativo do ntimero de transcritos em
diferentes tecidos, i.e., hepatopancreas, branquias e hemocitos, apds 48h
do desafio de Litopenaeus vannamei com o virus da sindrome da
mancha branca (WSSV).
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BFT: bioflocos; ACT: 4gua clara. Quantificagdo relativa do niimero de
transcritos em relagdo ao gene rRNA 18S, utilizado como referéncia. Eixo y
indica nimero de vezes em que o gene foi induzido ou reprimido. Nivel de
significancia: 95%. * diferencialmente transcrito.
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4. Discussao

Para melhor entender as respostas moleculares causadas pelo virus
da sindrome da mancha branca (WSSV) no camardo branco do Pacifico,
Litopenaeus vannamei, bem como avaliar um possivel efeito das
condi¢des de cultivo, em tais respostas, avaliamos o nivel de transcritos
de genes alvo em camardes juvenis, experimentalmente infectados pelo
virus, mantidos em agua clara (ACT), e em bioflocos (BFT).

Nossos resultados indicaram que os tecidos analisados apresentaram
transcri¢ao diferencial, ao se comparar os sistemas ACT e BFT, apds a
infeccdo viral. Em um sistema experimental livre de WSSV, a
transcricdo dos genes alvo mostrou o mesmo perfil, independente de
terem sido os camardes mantidos em sistema BFT ou ACT.

No entanto, diferentes condi¢bes ambientais ¢ de sistemas de
producdo poderiam estar modulando as respostas moleculares de forma
diferente, refletindo-se em uma sobrevivéncia diferenciada nos
tratamentos. Portanto, quando a infecgo viral ocorre, a transcrigdo de
alguns genes ¢ influenciada pelo tipo de sistema. Os animais mantidos
em ACT apresentaram maior nimero de transcri¢des diferenciais em
branquias. Por outro lado, o hepatopancreas de animais mantidos no
BFT apresentou mais transcritos diferenciais, com énfase em genes
diretamente relacionados a resposta imune e a imunidade antiviral.
Poder-se-ia especular que, de modo analogo, outros genes associados ao
sistema imunoldgico, como a profenoloxidase 2 (proPO2) e a enzima
ativadora da profenoloxidase 1 (PPAEI), por exemplo, possivelmente
apresentassem uma modulagdo positiva relacionada as condigdes
ambientais do BFT (Kim et al.,, 2014). Portanto, o tipo de sistema
experimental influencia os niveis de transcrigdo de genes especificos,
porém somente apods a infeccdo pelo WSSV. Mas, por outro lado, este
fato ndo necessariamente vem a ser traduzido diretamente em uma maior
sobrevivéncia, como observamos no presente estudo. Assim sendo,
ampliar o perfil dos genes transcritos analisados frente a infeccao,
considerando os dois sistemas de producdo, BFT e ACT, permanece
valida.

E essencial ter em mente que os surtos de doengas infecciosas na
carcinicultura ndo ocorrem unicamente devido a presenca de um
determinado patdgeno, sendo, a causa, geralmente, multifatorial. O
inicio, a susceptibilidade, o curso de evolugdo e o grau da severidade das
doengas infecciosas sdo influenciados por uma grande variedade de
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fatores, como condi¢des ambientais, nutri¢do, genética e fisiologia
animal (Cuéllar-Anjel et al., 2014).

Estudos recentes sugerem que o BFT pode contribuir para uma
eficaz resposta imune dos animais, além de que o crescimento de
camardes neste sistema pode estar relacionado a uma maior
sobrevivéncia, crescimento e expressdo de genes do sistema imune
(Ekasari et al., 2014; Kim et al., 2014).

Apesar dessas premissas, nds observamos uma maior mortalidade
cumulativa entre os animais mantidos em BFT, em compara¢do com
aqueles mantidos em ACT, apds o desafio com o WSSV. Nossos
resultados podem ser parcialmente atribuidos as condi¢des do desafio
viral que estabelecemos, como o uso de uma carga viral moderada
(Souza, 2008), com o objetivo de estabelecer uma infec¢do aguda (72 -
96 h), bem como a viruléncia do virus. Os estudos mencionados no
paragrafo anterior ndo incluiram qualquer desafio com agente
patogénico, ou, quando realizado, o desafio experimental envolveu um
virus diferente, e.g., o virus da mionecrose infecciosa (IMNV).

Por outro lado, deve ser levado em consideragdo que o BFT
constitui um ambiente riquissimo, exibindo um niimero muito abundante
de diversas bactérias e outros micro-organismos. Portando, seria
possivel considerar que as respostas de defesa, inclusive aquelas
relacionadas ao sistema imune do camardo, estdo sendo constantemente
estimuladas, talvez sendo mantidas, inclusive, proximo de um provavel
limiar maximo. Essa situagdo poderia tanto facilitar o pronto
desencadeamento de uma resposta de defesa mais intensa e / ou
integrada, como, ao contrario, acarretar certa limitagdo, ou certa
diminuicdo da capacidade (esgotamento) do sistema de defesa frente a
um desafio com um patéogeno altamente virulento. Por conseguinte,
pode-se especular que, apés um desafio imune representado por um
patogeno de alta viruléncia, como o WSSV, o sistema imunologico pode
ndo ser mais tdo efetivo na protecdo do hospedeiro contra a infecgdo,
ocorrendo entdo altas mortalidades. Necessario ressaltar que, por ser o
BFT um sistema muito dindmico, outro experimento poderia,
potencialmente, apresentar diferengas em relacao a algum dos resultados
observados. Da mesma forma, outra forma de desafio experimental, tal
como via alimentag8o, poderia levar a uma diferente resposta do sistema
de defesa, principalmente pela maior participagdo da microbiota
intestinal.

Em contrapartida, poder-se-ia considerar que camardes mantidos na
ACT nio estariam enfrentando uma estimulago ininterruptamente tao
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constante e/ou intensa das suas respostas moleculares de defesa e,
consequentemente, estas poderiam estar sujeitas a uma mobilizagdo
imediata mais eficiente frente a subita invasdo por um patdégeno.

Essa hipdtese poderia explicar, pelo menos parcialmente, nossa
observacdo quanto a maior sobrevivéncia registrada neste grupo
experimental. Portanto, de acordo com esta suposi¢do, o BFT pode ser
considerado como mais biosseguro por ser um sistema fechado, porém
0s animais tornam-se mais suscetiveis a infeccdo por patdogenos muito
virulentos, caso estes adentrem o sistema. Ademais, por ndo ocorrer
troca de agua, o numero de particulas virais seria maior do que no
sistema com ACT, visto neste Ultimo ocorrer troca de agua com
frequéncia ou fluxo continuo.

Esta hipotese também ¢ suportada pela menor carga viral observada
nos camardes mantido em ACT 48h p.i, bem como pela maior
replicacdo viral observada nos camardes do BFT 48h p.i. Em outras
palavras, poder-se-ia sugerir que, quando confrontados com um
patogeno virulento, os camardes mantidos em BFT ndo conseguem lidar
com o desafio apresentado, podendo ser o nivel, ou a mobilizacdo da
resposta de defesa global, menos intensa ou mais limitadamente
coordenada do que aquela requerida frente a esta situagao.

Apesar do postulado recente de que os isolados geograficos do
WSSV ndo sofrem mutagdes frequentes, devido a natureza do seu
genoma, o qual ¢ constituido de DNA (Cuéllar-Anjel et al., 2014),
diferencas na viruléncia entre isolados do WSSV ja foram relatadas.
Rahman e colab. (2008) mostraram que trés diferentes isolados
geograficos de WSSV, dois da Tailandia e um do Vietna, diferiram em
termos de viruléncia ao infectar L. vannamei juvenil. Os isolados mais
virulentos foram os da Taildndia, uma vez que mortalidades foram
registradas em 36h p.i., enquanto que para o isolado do Vietna,
mortalidades foram registradas entre 36h e 60h p.i. Com base em nossos
dados relativos a primeira mortalidade registrada em 24h p.i. e também
a mortalidade acumulada em 48h p.i., podemos considerar nosso isolado
como altamente virulento quando nas condi¢des deste trabalho, i.e., em
infecgdo por inje¢do intramuscular com carga moderada de particula
viral. Por outro lado, diferengas no comportamento relativo a viruléncia
de isolados geograficos do WSSV podem estar relacionadas a variagdes
no genoma viral, como a ocorréncia de repetigdes tipo VNTRs (Variable
Number of Tandem Repeats) e delegdes, como ja apontado
anteriormente em uma andalise comparativa de regides gendmicas-alvo
(ORFs - Open Reading Frames) entre o isolado viral de Santa Catarina
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(SC-WSSV) e outros isolados geograficos de WSSV (Miiller et al.,
2010).

Com base em nossos resultados relativos a quantificagdo da carga
viral e ao acompanhamento do curso da infeccdo, observou-se um
padrdo individual distinto de resposta a infec¢do. Esta diferenca foi
evidenciada pelo registro de um unico camardo sobrevivente no BFT
72h p.. Curiosamente, este camardo ndo apresentou sinais clinicos
visiveis. As infec¢des virais em crusticeos podem ser caracterizadas
como persistentes, com carga viral extremamente baixa, apos a
sobrevivéncia da fase aguda (Cuéllar-Anjel et al., 2014). Em nosso
estudo, o Unico camardo sobrevivente 72h p.i. no BFT poderia ser
considerado como portador assintomatico. Cabe salientar que a carga
viral deste individuo aumentou ao longo do periodo de 72 h da infecgdo,
porém foi a mais baixa quando comparada a carga viral dos demais
animais, independentemente do sistema em que foram mantidos ao
longo do experimento, i.e., ACT ou BFT. Portanto, este unico
sobrevivente no BFT pode ser considerado como um individuo menos
suscetivel a infec¢@o experimental pelo WSSV. Embora ndo possamos
afirmar que este sobrevivente comportar-se-ia como um hospedeiro
persistentemente infectado, bem como um portador assintomatico, por
um periodo mais longo que 72h p.i., poderiamos especular que, muito
provavelmente, isto pudesse vir a ocorrer. Esta observagdo ressalta a
grande importancia de ndo apenas abordar a resposta de defesa do
hospedeiro em relagdo aos agentes patogénicos, mas também utiliza-las
para estabelecer um conjunto de marcadores moleculares que possam
ser associados a diversidade genética de populagdes de camardes
cultivados e, principalmente, de reprodutores.

Como esperado, uma menor quantidade de particulas virais foi
detectada em amostras de dgua em comparacdo a amostras de tecido.
Recentemente, Kumar e colab. (2013) relataram uma menor quantidade
de particulas do WSSV em agua residual de tanques, nos quais ocorreu
surto da doenga da mancha branca, em comparagdo com a quantidade
encontrada no sedimento dos mesmos tanques. Uma vez que o virus
pode permanecer infeccioso na adgua por um longo periodo (Kumar et
al., 2013), a agua de producdo, sendo devolvida ao meio ambiente sem
tratamento para eliminar essas particulas, pode contribuir para o
aparecimento e a persisténcia da infecgio viral. E interessante notar a
detecgdo de particulas virais no sedimento do BTF no presente estudo.
Esta observacdo enfatiza que o virus pode permanecer no sedimento,
representando uma adicional fonte de infecgdo para sucessivos ciclos de
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producdo. Em termos de bioseguridade, a transmissdo hidrica significa
uma ameaga para a saude animal, especialmente para os animais na fase
de muda, quando se tornam ainda mais suscetiveis a serem infectados
por esta via (Corteel et al., 2009).

Visando contribuir para o delineamento do perfil molecular
associado as estratégias de defesa de L.vannamei frente ao WSSV,
analisamos o nivel de transcritos de genes alvo em camardes mantidos
em ACT e BFT, 48h p.i. A selecdo dos genes alvo, como potenciais
genes responsivos a infeccdo pelo WSSV, baseada em trabalhos
anteriores (Miiller, 2009), envolveu genes relacionados ao sistema
imune, defesa antioxidante, sinalizagdo celular, apoptose, sintese e
degradagdo de proteinas.

Considerando o estabelecimento e a persisténcia da infecg¢do pelo
WSSV e visando ampliar a analise comparativa, avaliamos as respostas
em diferentes tecidos. Curiosamente, observamos poucas diferengas
significativas no perfil de transcrigdo dos genes selecionados em
hemocitos, entre camardes desafiados com WSSV e camardes nido
infectados. Por outro lado, mais diferengas significativas no nivel de
transcritos entre os genes alvo foram observadas em branquias e
hepatopancreas. As brinquias estdo mais expostas, € em contato
constante com a 4gua circundante, enquanto o hepatopancreas
desempenha um indiscutivel papel na infeccdo natural por via oral.
Como em outros invertebrados, os hemocitos, integrantes da resposta
celular do sistema de defesa imune inato dos crustaceos, atuam na
coagulagdo da hemolinfa, na melaniza¢do, no reconhecimento e
aglutinagdo celular, na fagocitose e encapsulamento, além da produgéo
de EROs e nitrogénio e peptideos antimicrobianos, entre outras agdes.

Devemos ponderar a questdo do tempo de infecg¢do (48h p.i.) em
que realizamos as analises no presente estudo. Duan e colab. (2014)
evidenciaram que o perfil de expressdo do gene Calreticulina, analisado
em hemocitos e hepatopancreas do camardo Exopalaemon carinicauda,
foi modulado por WSSV e Vibrio anguillarum, apos 6h e 12h de
infec¢do. No caso do presente estudo, ndo podemos descartar que a
transcricdo génica pode ter sido também alterada/modulada antes
mesmo do inicio da mortalidade.

O WSSV ¢ um virus envelopado, apresentando um genoma
constituido de DNA dupla fita. Replica-se em tecidos de origens ecto e
mesodérmicas, tem um amplo espectro de hospedeiros, possuindo um
genoma muito estavel (Cuéllar-Anjel et al., 2014). Arts e colab. (2007)
demonstraram que, em Penaeus monodon, em uma infec¢do por
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imersdo, ap6s 48h e 72h p.i. um numero significativo de nucleos de
células branquiais mostraram-se infectados com o WSSV. Ao mesmo
tempo, observaram-se mais hemdcitos circundantes nas branquias de
animais infectados.

Muitos dos nossos resultados relacionados a transcri¢do de genes
podem ser entendidos como uma consequéncia direta da agfo viral
contra a célula hospedeira. Varias sdo as patologias celulares causadas
pela interagdo virus-célula. Entre tais, podemos citar a interferéncia no
mecanismo de transcricdo génica, 0 processamento e transporte de
mRNA, a inibi¢do da tradu¢do de mRNA, e a indugdo da apoptose
celular (Murphy et a., 1999; Shekar; Ponniah, 2015).

A morte celular programada ¢ uma resposta contra uma infec¢ao
patogénica, sendo um dos processos celulares responsaveis pela morte
do camardo durante a infec¢do pelo WSSV (Flegel, 2007). O virus ¢
capaz de desencadear a cascata de reacdes que leva a apoptose da célula
hospedeira. Nossos resultados apontam na dire¢ao desta estratégia, uma
vez que a infeccdo pelo WSSV provocou um aumento no nivel de
transcricdo de OM, em todos os tecidos analisados, bem como no nivel
de transcrigdo de EF-1/a em branquias de camardes mantidos em ACT.

Durante uma infecgdo produtiva, a replicagdo viral produz novas
particulas virais, resultando na liberagdo da progénie. Houve uma
regulacdo positiva do gene SEC 6/ em branquias de camardes mantidos
em ACT e também em hepatopancreas de animais de ambos os
sistemas, BFT e ACT. Possivelmente, essa modulacdo positiva foi
devido ao aumento na quantidade de proteinas virais na célula; estas
utilizaram o complexo proteico transmembrana como canal de
transporte para a montagem de particulas viriais. Do mesmo modo, o
gene f tubulina, relacionado a manutencdo e reorganizacdo do
citoesqueleto, exibiu o mesmo perfil observado no hepatopancreas.

De acordo com Vidya, Gireesh-Babu e Prasad (2013), o WSSV
modifica a ubiquitinacdo do hospedeiro, redirecionando as proteinas do
hospedeiro a fim de favorecer o ciclo de replicagdo viral. Os virus
podem interferir nos mecanismos celulares, tais como na modificagdo e
direcionamento de proteinas (Murphy et al., 1999). Em nosso estudo,
observamos uma maior regulagdo do gene Ubiquitina em todos os
tecidos dos camardes mantidos em BFT, indicando que, pelo menos nas
condig¢des fornecidas por este sistema, a transcri¢do do gene Ubiquitina
do hospedeiro ¢ modulada ou afetada pela infeccdo por WSSV.

Duan e colab. (2014) observaram diferenca significativa no nivel de
transcrigdo do gene Calreticulina 6h e 12h p.i, quando Exopalaecmon
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carinicauda foi desafiado com V. anguillarum ¢ WSSV. Além disso,
Gao e colab. (2016), em um estudo de estresse hiposmotico em L.
vannamei, constataram um aumento na transcrigdo deste gene em
hepatopancreas e hemocitos, 6h e 12h p.i., respectivamente, seguido de
uma diminui¢do correspondente 24h p.i. Contudo, em intestino e
branquias, a modulagdo nio foi observada. Em nosso estudo, o nivel de
transcricdo de  Calreticulina  mostrou  diferenga apenas no
hepatopancreas de animais advindos do BFT, 48h p.i.

Diretamente envolvido com a resposta imune e as defesas
antioxidantes em camardes, observamos diferentes niveis de transcrigao
dos genes proPOl e SOD, respectivamente, em particular no
hepatopancreas, embora no caso de proPOI apenas nos camardes dos
tanques de BFT. Em L. vannamei, foram relatadas diferengas na
transcricdo de SOD ou na atividade de seu produto enzimatico
correspondente frente a infeccdo bacteriana. Hsich e colab. (2008)
demonstraram que a atividade da enzima SOD diminuiu 12h apds
infeccdo com Vibrio alginolyticus. Por outro lado, Chiu e colab. (2007)
observaram um resultado oposto, também apds o desafio bacteriano,
quando os camardes foram alimentados com dieta contendo
Lactobacillus plantarum. Moser (2011) mostrou que, apos a exposi¢do
ao piretroide permetrina, a transcricdo de SOD nas branquias de L.
vannamei foi inibida 6h e 12h apds a exposicdo ao pesticida, mas
aumentou ap6s 48h e 72h de exposi¢do. Nossos resultados podem ser
considerados como indicativos de uma resposta de defesa suscitada no
desafio viral, corroborando essa resposta celular como um indicador
geral de estresse (Smith et al., 2014). Além disso, nossos resultados
poderiam apontar que o processo celular fagocitico do camardo poderia
estar mais ativo 48h p.i., refletindo em uma produgdo mais intensa de
ERO. Ademais, estariam em concordancia com o relato recente de que
6h p.i., 0 WSSV neutraliza as defesas do hospedeiro contra o estresse
oxidativo (Chen et al., 2016), o que poderia explicar o aumento que
observamos no nivel dos transcritos de SOD ap6s um maior intervalo
p.i.

Também associado a resposta de defesa do hospedeiro contra a
infeccdo por patdgenos, o sistema de ativagdo da profenoloxidase
(proPO1) reconhece bactérias e fungos (Smith et al., 2014), sendo uma
das respostas imunes mais importantes nos crustaceos. Diferentemente
dos nossos resultados, Yeh e colab. (2009) mostraram que L. vannamei
infectados com WSSV, ou com WSSV em co-infec¢do com IHHNV
(virus da infec¢do hipodermal e necrose hematopoiética), apresentaram
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uma diminui¢do no nivel de transcricdo de proPO. Dessa forma, os
autores sugeriram que uma das causas da mortalidade observada seria a
propria infecgdo pelo WSSV, associada a supressdo da transcricdo de
alguns genes relacionados ao sistema imune, como proPO.

De fato, a baixa transcrigdo génica, ou mesmo sua auséncia, e/ou o
nivel de atividade do sistema proPO podem ser criticas para uma defesa
imune efetiva, resultando em animais mais suscetiveis a infecc¢des
secundarias e facilitando a morte por infecg¢do viral. Nossos resultados
indicaram que, na maior parte dos tecidos analisados, ndo houve
diferenga nos niveis de transcritos de proPO, o que pode ser entendido
como uma condi¢do imunoldgica fragil dos animais em ambos os
sistemas. Esta evidéncia também poderia ser corroborada pela auséncia
de diferenca nos transcritos de HI, mas, por outro lado, deve-se levar
em considera¢do que cromatina ativa em termos transcricionais possui
menos histona H1, além de depender da modifica¢do covalente de outras
histonas presentes. Um estudo recente em hemocitos de L.vannamei
relatou o envolvimento de histonas em armadilhas extracelulares,
essenciais para a depuragdo bacteriana (Escherichia coli), semelhante ao
observado em vertebrados, ndo tendo, no entanto, sido observada essa
mesma resposta em relagdo a estimulag@o das células com WSSV (Ng et
al., 2013). Por outro lado, Miiller (2009) identificou, entre os genes
induzidos de uma biblioteca subtrativa de cDNA obtida a partir de
branquias desta mesma espécie de crustaceo, uma sequéncia
nucleotidica, cujo produto corresponde a uma histona da classe 2. Desta
forma, seria interessante ampliar a investigacdo relativa a transcrigdo
dos genes dessa familia de proteinas frente a infecg¢do pelo WSSV.

Como excecdo frente ao relatado anteriormente, vale ressaltar o
elevado nivel de transcri¢do de proPOI em hepatopancreas de animais
infectados, mantidos em BFT. Este grupo também apresentou uma alta
transcricdo de SOD. Embora nio tenha sido efetivo para resultar em
maior sobrevivéncia dos camardes neste meio, o conjunto dessas duas
respostas ¢ significativo. A medida que a via da proPO resulta em
moléculas toxicas e EROs (Cerenius; Soderhill, 2004), tornam-se,
paralelamente, necessarias algumas estratégias celulares para reduzir as
EROs em excesso, como a modulagdo da transcri¢do de SOD.

Buscando explorar ainda mais as respostas de defesa contra o
WSSV, relacionadas a fagocitose, também abordamos o perfil de
transcri¢do do gene Ran, relacionado a proteina nuclear Ras. Este gene ¢
descrito como associado a imunidade antiviral do camardo (Han; Zhang,
2007). Han e Zhang (2007) mostraram que sua transcrigdo foi detectada



93

em diferentes tecidos, incluindo hepatopancreas, hemolinfa e branquias
de Penaeus japonicus infectados com WSSV; sendo uma regulagdo
positiva observada 4h p.i. Da mesma forma, Qiao e colab. (2015)
observaram flutuagdo nos niveis de transcricdo deste mesmo gene ao
longo da infec¢do de L.vannamei com WSSV, co-infectado com V.
anguillarum, 48h p.i. Curiosamente, os autores concluiram que a
supressdo da transcricdo pode estar diretamente relacionada a altas
mortalidades. No presente estudo, mesmo tendo sido observada a
regulagdo positiva da transcricdo deste gene em branquias e
hepatopancreas em camardes mantidos em BFT e, provavelmente, um
consequente aumento no processo de fagocitose, esta resposta nao foi
suficiente para evitar a alta mortalidade.

Em resumo, podemos ressaltar que uma estirpe virulenta de WSSV
levou a uma infec¢do aguda em ambos os sistemas de producao, BFT e
ACT, embora com maior mortalidade em BTF. De modo interessante,
um unico camardo aparentemente menos suscetivel ao WSSV foi
observado no BFT, constituindo uma evidéncia relevante acerca de
diferencas individuais de susceptibilidade, as quais devem ser melhor
exploradas.

Por fim, niveis mais elevados de transcri¢do génica foram
observados em hepatopancreas de camardes de BFT, seguido das
branquias de animais de ACT. Nos hemocitos, o nivel de transcrigdo dos
genes alvo abordados no presente estudo mostrou-se mais afetado pelo
desafio viral, independentemente do sistema de producao, BFT ou ACT.
Ademais, mesmo com o atual conhecimento sobre as respostas
associadas a RNA de interferéncia (RNA1i), pouco se conhece ainda
sobre as defesas antivirais, sua interagdo com outras vias moleculares e,
de modo geral, sobre a modulagdo das respostas do hospedeiro pelo
WSSV.

O BFT néo deve ser visto como um tratamento, mas um auxiliar na
prevencgdo de doengas, uma vez que contribui para a bioseguridade nos
cultivos. Sem medidas de bioseguridade, ha tendéncia de maior
mortalidade, independentemente do sistema de producdo em que os
animais sdo mantidos, além de permitir a permanéncia e a dispersdo
mais ampla de um dado patéogeno em areas de cultivos. Mesmo sendo o
BFT mais biosseguro justamente por ser um sistema fechado, quando da
presenca do WSSV, os animais apresentam-se mais vulneraveis.

Apesar de o nosso trabalho ser limitado a camardes juvenis € a um
conjunto relativamente restrito de genes alvo 48h p.i., enfatizamos a
necessidade de considerar estratégias de manejo e bioseguridade,



94

mesmo em bioflocos, evitando assim a entrada de patogenos e,
consequentemente, altas taxas de mortalidade na carcinicultura.

5. Conclusao

Nosso estudo sugere que, embora camardes mantidos em bioflocos
(BFT) possam ser, aparentemente, menos vulneraveis as doencas
infecciosas, o desafio imunologico causado pelo WSSV pode levar a
uma elevada mortalidade, independentemente do sistema de producdo
em que os animais sdo produzidos. Virus altamente virulentos, como o
WSSV, interferem na sobrevivéncia do hospedeiro, através da
modulagdo de diferentes vias celulares, ndo apenas aquelas diretamente
relacionadas a resposta imune inata.

Portanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar e preencher as
lacunas do conhecimento sobre o impacto da infeccdo viral, em
particular do WSSV, nas respostas de defesa do hospedeiro, bem como
nas vias de sinalizagdo envolvidas, além de ampliar a investigagdo sobre
o efeito do BFT sobre o metabolismo e as respostas moleculares frente
aos agentes patogénicos.
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Resumo

Um dos maiores desafios da carcinicultura ¢ a sindrome da mancha
branca, causada pelo virus homoénimo (WSSV). O WSSV ¢ o patdgeno
mais virulento para camardes de cultivo, levando a altas mortalidades e
grandes perdas na produgdo. Neste contexto, uma microbiota intestinal
equilibrada ¢ de fundamental importancia, pois atua como um recurso
biologico de combate a patdogenos, inclusive aqueles considerados como
oportunistas, além de estimular o sistema imune. A microbiota da dgua
circundante ¢ igualmente relevante, especialmente a composi¢ao
microbiana do biofloco. Por ser rico e diversificado em micro-
organismos, alguns autores classificam-no como um probidtico natural.
Em nosso estudo, descrevemos a composicdo da microbiota intestinal e
da agua circundante (bioflocos e agua clara tratada), antes e 48 horas
apos infeccdo experimental (48h p.i.) com WSSV, por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA. Nossos resultados mostram que (i)

o WSSV levou a uma perda de heterogeneidade da microbiota intestinal
dos animais mantidos em agua clara, em nivel de género; (ii) houve
prevaléncia dos géneros Cetobacterium e Bacillus nos intestinos de
camardes de ambos os sistemas; (iii) 0 WSSV ndo causou altera¢des de
diversidade ou riqueza da microbiota intestinal; (iv) independentemente
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do tipo de sistema e do periodo de 48h p.i., ndo houve semelhanca entre
a composi¢cdo da microbiota intestinal e a da agua, apesar daquela ser
influenciada pelo tipo de sistema. Portanto, o WSSV ¢ suficientemente
virulento para causar altas mortalidades mesmo em sistemas bem
manejados, envolvendo bioflocos e independente de mudangas dréasticas
na microbiota intestinal do hospedeiro.

Palavras-chave: 16S rRNA, bioflocos, microbiota, NGS, Litopenaeus
vannamei, WSSV.

1. Introducio

Concebido pelo Prémio Nobel Joshua Lederberg, o termo
microbioma ¢ entendido como o material genético e grupo ecologico de
micro-organismos comensais, simbidticos e patogé€nicos em um
determinado local, como, por exemplo, em diferentes 6rgdos de animais,
e que podem afetar o equilibrio entre saide e doenca (Lederberg;
McCray, 2001). Assim sendo, a microbiota representa o conjunto de
micro-organismos em si. O microbioma pode interferir ou modelar as
condi¢des homeostaticas, desempenhando um papel importante no
sistema imunoldgico, e influenciando as interagdes medicamentosas
(Grice; Segre, 2012). Recentemente, a relacdo entre micro-organismos e
seu hospedeiro passou a ser considerada como sendo de tal importancia
que, em medicina humana, o termo "segundo genoma" ja ¢ usual (Zhu;
Wang; Li, 2010; Marx, 2012), em referéncia ao genoma dos micro-
organismos no corpo humano.

No contexto da aquicultura, algumas pesquisas recentes t€ém buscado
descrever a flora microbiana da dgua e do intestino dos animais
cultivados. Diferentemente da microbiota de mamiferos, para a qual os
principais fatores que influenciam sua composi¢io sdo a constitui¢do da
dieta, a morfologia do hospedeiro e sua filogenia, em animais aquaticos
ndo mamiferos, a microbiota ¢ influenciada principalmente pela
anatomia e fisiologia, disponibilidade de alimentos e sistema
imunologico (Kostic et al., 2013). No entanto, a correlagdo direta entre
um dado organismo e sua microbiota ndo ¢ tdo pontual, muitas vezes
dependendo de fatores diversos, sendo ainda a interagdo bioldgica entre
microbiota e hospedeiro bastante complexa.

Em peixe-zebra (Danio rerio), as classes de bactérias dominantes no
intestino sdo y-Proteobacteria e Fusobacteria, independentemente da



103

distancia parental ou geografica, sejam animais em seu habitat natural
ou de laboratério (Roeselers et al., 2011). No camardo branco do
Pacifico, Litopenaeus vannamei, a microbiota intestinal ¢ influenciada
pela idade dos animais, bem como pela alimentagdo (Huang et al.,
2014). Além disso, no camardo tigre-gigante, Penaeus monodon, a
maturidade da microbiota em seu trato digestivo pode contribuir para a
prevencdo de doengas, conforme sugerido por Rungrassame e colab.
(2016). Adicionalmente, Cardona e colab. (2016) confirmaram a
influéncia da microbiota da agua circundante na microbiota intestinal do
camarao azul, Litopenaeus stylirostris, em um sistema com bioflocos,
enfatizando a importancia da triade: ambiente versus microbiota versus
hospedeiro.

A tecnologia de bioflocos (BFT) ¢ um sistema aquicola de produgio
intensiva, com uma abordagem ecoldgica, onde a troca de agua ¢
limitada ou mesmo ausente. A aeracdo forte e continua da dgua permite
a formacdo dos bioflocos. O BFT é composto por bactérias e outros
organismos, além de matéria orgdnica e inorganica. As bactérias
heterotroficas, através do uso de energia quimica da matéria organica
(compostos nitrogenados assimilados por bactérias) podem controlar a
qualidade da agua. Os micro-organismos também podem ser ingeridos
pelos animais como fonte adicional de proteina, reduzindo o indice de
conversdo alimentar e criando um ciclo onde os nutrientes podem ser
reciclados e reutilizados (Crab et al., 2012; Emerenciano, 2017).

As doengas em animais invertebrados aquaticos sdo, em alguns
aspectos, semelhantes as que afetam animais vertebrados e terrestres. As
doengas podem ser causadas por virus (Yan et al., 2016), bactérias (Crab
et a., 2010; Rungrassame et al., 2016), fungos (Gongalves et al., 2014;
Karthikeyan et al., 2015) e parasitas (Tang et al., 2015), além das
doengas ndo-infecciosas (Noga et al., 2006). No entanto, sdo as doengas
infecciosas o fator mais limitante para o avanco da aquicultura. Para os
camardes marinhos, especialmente os peneideos, as infecgdes virais sdo
o principal desafio para sua produgdo, levando a impactos negativos
significativos na carcinicultura mundial (Lightner et al., 2012). Devido a
alta intensificacdo da aquicultura, ao trafego cruzado e as correntes
oceanicas, 0s micro-organismos patogénicos podem se espalhar muito
rapidamente, causando impactos econdmicos, como alta mortalidade ou
queda na comercializagao.

Causada pelo virus da sindrome da mancha branca (WSSV), a
doenga da mancha branca (WSD) leva a enormes perdas econdmicas.
Nos piores anos, os aquicultores contabilizam significativa redugdo na
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producdo (Lafferty et al., 2015). Apresentando uma gama relativamente
ampla de hospedeiros, o WSSV ja foi detectado em diferentes
crustaceos aquaticos (Costa et al., 2012; Lightner et al., 2012; Marques
et al., 2011). Os animais podem infectar-se por contato direto com
animais infectados, principalmente via canibalismo, ou através de agua
contaminada. A propagacdo viral ¢ ainda maior se considerarmos a
transmissdo pelo transporte de animais vivos ou como commodity.
Como consequéncia, a doenga ja foi descrita em quase todas as regides
produtores, desde Asia, Oriente Médio, Américas (OIE, 2016), e, mais
recentemente, na Australia (Australian Government, Department of
Agriculture and Water Resourcer, 2017).

Sabe-se que a microbiota intestinal pode ser modulada por uma
infecgdo viral. Um estudo realizado por Ding e colab. (2017) com o
caranguejo Eriocheir sinensis infectado com WSSV indicou alteracdes
na microbiota intestinal ao longo da infeccdo. No mesmo estudo, os
autores também apontaram uma quantidade crescente de bactérias
oportunistas e uma diminui¢do de potenciais probidticos.

Notavelmente, estudos bastante recentes investigaram o efeito
potencial de micro-organismos comensais sobre infecgoes de virus
entéricos no trato intestinal em humanos. Algumas evidéncias indicaram
a facilitacdo da infecg@o viral, através da estabilizagdo da particula viral
por meio da sua interagdo com a superficie das bactérias (Karst, 2016).
Considerando que, afora os virus marinhos que as superam, as bactérias
heterotroficas representam os organismos mais abundantes nos oceanos,
sua presenca pode de fato contribuir para a dindmica complexa da
infecgao viral em um dado hospedeiro.

Neste contexto, os objetivos do presente estudo foram caracterizar a
microbiota intestinal do camardo L. vannamei, em termos de sua
composi¢do e diversidade, e avaliar o efeito da infeccdo pelo WSSV
sobre a sua dindmica, em dois sistemas de produgao distintos, agua clara
(ACT) e bioflocos (BFT).

2. Material e Métodos

a. Espécimes e desenho experimental

Os camardes foram cedidos pelo Laboratéorio de Camardes
Marinhos, Departamento de Aquicultura, Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC/CCA/LCM); o referido laboratorio emprega adequadas
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praticas de manejo sanitario. Os animais provieram de um sistema de
produg@o com bioflocos maduro, estando em bioflocos desde o bergario.
Um total de 168 espécimes juvenis de Litopenaeus vannamei com 8,0
+ 1,0 gramas foram coletados aleatoriamente e aclimatados por um
periodo de quinze dias: 84 animais em um sistema BTF maduro,
enquanto 84 em agua clara tratada (ACT). A aclimata¢do dos camardes
em ACT foi realizada em um tanque de 5000 L, com um sistema de
fluxo continuo de dgua do mar filtrada e tratada com luz UV, sob
aeracdo constante. A dgua do mar utilizada era bombeada da praia da
Barra da Lagoa, Floriandpolis, Brasil. Os camardes no sistema BFT
foram mantidos em um tanque com capacidade de 1000 L, nas
condi¢des preconizadas para esse sistema, ou seja, sem renovagao de
agua e com aeracao forte e constante por Aero-Tube ™ central. Este
tanque foi coberto com uma rede escura a fim de criar sombreamento,
limitando assim a incidéncia de luz solar e evitando que os camardes
saltassem do tanque.

Durante o periodo de aclimatagdo, todos os camardes foram
alimentados diariamente com ragdo comercial (Guabi® Potimar 35
EXT). A alimentagdo foi calculada para 3% da biomassa, dividida trés
vezes ao dia.

A qualidade da agua em ambos os sistemas foi avaliada duas vezes
ao dia para temperatura e oxigénio dissolvido, assim como duas vezes
por semana para pH, amonia, nitrito, nitrato, fosfato, salinidade,
alcalinidade, turbidez e solidos suspensos totais. Caso a alcalinidade
apresentasse valor inferior a 120 mg.L'!, era adicionada cal hidratada
[Ca(OH)2], na propor¢do de 20% a 30% da alimentagao.
Semelhantemente, quando a gravimetria revelasse valor superior a 600
mg.L"!, ou a determinagéo pelo cone de sedimentagdo Imhoff resultasse
em volume superior a 4 mg.L"!, removiam-se os solidos suspensos totais
por decantadores.

Ao final de quinze dias, os animais de cada sistema foram

distribuidos  aleatoriamente em  tanques menores (unidades
experimentais), conforme detalhado no item 2b.

b. Infec¢do experimental com o virus da sindrome da mancha
branca (WSSV)

Apés quinze dias, os animais (10 + 1,2 g) foram distribuidos
aleatoriamente em quatorze aquarios de 25 L cada (480 animais/m?),



106

contendo ACT ou BTF, de acordo com sua condi¢do original de
aclimatagdo (n = 12 camardes por aquario).

Apbés um periodo 36h nos novos aquarios, 96 camardes foram
individualmente infectados com um in6culo de WSSV (5,3 x 10* virus.
ml!/animal), preparado conforme descrito por Valentim-Neto e colab.
(2014). Os camardes foram inoculados através de uma injegdo
intramuscular com 100 pl do in6culo, no terceiro segmento abdominal
da regido dorsal, utilizando uma seringa estéril de 1 ml. Como grupo
controle para cada sistema (ACT e BTF), camardes (n = 8 / sistema)
foram injetados da mesma forma e com igual volume, porém com
solucdo salina marinha estéril.

A sobrevivéncia dos camardes foi monitorada até 72h apds a
infeccdo. Ao longo deste periodo, foram ainda monitoradas possiveis
mudangas de comportamento, coloragdo corporal, consumo de racao e,
eventualmente, sinais clinicos visiveis externos.

O esquema na Figura 1 mostra a representacdo esquematica do
desafio experimental com o WSSV.

Figura 1: Linha do tempo representativa do desenho experimental
utilizado para o desafio dos camardes Litopenaeus vannamei com o
virus da sindrome da mancha branca (WSSV).

Infecgdo experimental com WSSV

H H 15 dias de aclimatagdo 36h 48h p.i. 72h p.i.
L Transferéncia JL il @

i Bioensaio y -
Coleta 0: . Coleta 1: Coleta 2: Monitoramento

(Aquérios 25L)
até 72h p.i.
BFT-A
I- BFT-A + ACT-A

11 - Intestinos

BFT-A: dgua do tanque de bioflocos. ACT-A: 4gua do tanque de 4gua clara.

c. Amostragem

Para analise do microbioma intestinal, um camardo foi
aleatoriamente coletado de cada um dos tanques de tratamento,
perfazendo um total de cinco camardes por tratamento (n=5/tratamento):
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pré-infeccao e pos-infeccdo; BFT e CSW. Os camardes coletados foram
submetidos a uma anestesia térmica por hipotermia em banho de gelo
dez minutos. Antes da amostragem, a superficie corporal do animal foi
desinfetada com etanol 70%. Os intestinos (mucosa e conteudo
intestinal) foram coletados individualmente com tesoura e pingas
esterilizadas, em condigdes assépticas. O tecido foi imediatamente
armazenado em microtubo estéril de 1,5 mL e transportado até o
laboratério em nitrogé€nio liquido, onde foi armazenado a -80 °C.
Posteriormente, as amostras de intestino foram fixadas em etanol 95%
para serem transportadas para a Universidade de Plymouth, Reino
Unido, onde se procederam as analises.

A 4agua de BFT foi coletada em trés momentos: antes da
aclimatagdo, antes do desafio viral e 48h p.i. Foi coletado um volume
final de 1000 ml por tanque, composto a partir de amostragem aleatoria
de volumes menores. Em seguida, um volume igual a 100 ml foi
filtrado, através de uma membrana filtrante de 0,22 pm (Millipore®) e
armazenados em um freezer a -80 °C. Devido a alta renovagdo diaria da
ACT (sistema de renovagdo continua), a coleta, neste caso, foi realizada
em dois momentos distintos: antes da infecgdo viral e 48h p.i. Foi
coletado um volume final de 1000 ml por tanque, composto conforme
descrito acima. A 4gua coletada foi mantida em gelo, sendo
imediatamente transportada para o laboratorio. A amostra foi também
imediatamente filtrada e, em seguida, armazenada nas mesmas
condi¢des das amostras provenientes do sistema BFT.

As amostras imobilizadas nas membranas filtrantes foram
transportadas a baixa temperatura, em caixa térmica apropriada e
resfriada, para a Universidade de Plymouth, Reino Unido, onde se
procederam as analises.

d. Extracdo de DNA e amplificagcdo do gene RNA ribossomal 16S
(gene 16S rRNA)

O DNA bacteriano foi extraido a partir de 20 amostras de intestino
(70,15 mg + 849 mg) de L.vannamei ¢ de cinco amostras de
agua/tanque. Para a extrago foi utilizado o QIAamp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen®), seguindo as instru¢des do fabricante. A incubacgao inicial
com 50 mg. ml"! de lisozima foi seguida de uma incubagio adicional a
37 °C por 30min, a fim de aumentar a lise de bactérias Gram-positivas.
Para avaliar o grau de pureza do DNA extraido, a relacdo dos valores de
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absorbancia a 260/280nm e 260/230nm foram determinadas, usando-se
um espectrofotometro UV~ (Nanodrop 2000, ThermoFischer
Scientific®).

A amplificacdo do gene alvo, gene do RNA ribossomal 16S (16S
rRNA), foi realizada através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR
— Polymerase Chain Reaction), tendo-se como alvo a sequéncia entre as
regides V1-V2, utilizando o DNA extraido na concentra¢do de 1 ng.ul'.
Para a reagdo de amplificagdo foram utilizados o iniciador 27F (5' AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG 3", e um pool dos iniciadores 338R-I
(5' GCSW GCC TCC CGT AGG AGT 3') e 338R-II (5' GCSW GCC
ACC CGT AGG TGT 3") (Gajardo et al., 2016). Os parametros para a
touchdown-PCR foram os seguintes: desnaturagdo inicial a 95°C por
7min; 10 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30s, anelamento em
temperatura decrescente de 63 °C a 53 °C por 30s, diminuindo 1°C por
ciclo, extensdo a 72 °C por 30s; seguido de 25 ciclos a 94 °C por 30s, 53
C por 30s e 72 °C por 30s, e extensdo final a 72 °C por 10min. A reac¢do
de touchdown-PCR foi realizada com 25 pL de MyTaq ™ Red MiX
(Bioline®), 1 pL de cada iniciador (25 pM), 3 uL de DNA molde e agua
para biologia molecular ultrapura para 50 pL de volume final de reacéo.
Foram incluidos controles negativos (dgua para biologia molecular
ultrapura) e positivos (DNA de Escherichia coli) em cada reacdo de
PCR.

O tamanho do fragmento esperado (350 pb) foi confirmado por
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Em seguida, os produtos de PCR,
em duplicata, foram agrupados e purificados usando-se a técnica de
imobilizagdo reversivel em fase solida, com tecnologia baseada na
separacao por particulas magnéticas, Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter®). Por fim, o DNA amplificado e purificado foi enviado para
Sequenciamento de Nova Gerac¢do (NGS), no Laboratorio de Genomica,
Centro de Biologia, Plymouth University, Reino Unido, empregando o
sistema lon Torrent™ Personal Genome Machine™ (PGM)
(ThermoFischer Scientific®).

e. Analise dos resultados do Sequenciamento de Nova Geragéo
(NGS)

Primeiramente, os fragmentos sequenciados foram triados em
termos de qualidade, removendo-se iniciadores, enzimas e barcodes (Q
<20), usando a ferramenta FASTX-Toolkit (Hannon Lab). Em seguida,
os dados foram analisados usando o programa Qiime 1.8.0, através do
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qual as Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) foram
classificadas, sendo selecionadas aquelas com similaridade acima de
97%. A afiliacdo taxonOmica foi determinada usando-se a base de dados
RDP (Ribosomal Database Project) com limite de confianga de 0,8; o
alinhamento multiplo foi realizado pelo método PyNAST, utilizando-se
como critério uma correspondéncia minima de 150 pb. A tabela de
OTUs  gerada  foi  utilizada para a  analise  LefSe
(http://huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/), a fim de se determinar
taxons diferenciais entre tratamentos, em diferentes niveis. Para estimar
a riqueza e a diversidade bacteriana em todos os tratamentos, foi feita
uma analise de rarefagdo a, utilizando os indices Cobertura de
Sequenciamento, Chaol e Shannon, seguidos pelo teste t de student. A
rarefacdo B foi utilizada para estimar semelhangas ou diversidades em
termos de composicdo das espécies. As sequéncias foram agrupadas
usando a distdncia UniFrac ponderada e ndo ponderada, e as
semelhangas na distribuicdo da microbiota entre os tratamentos foram
analisadas através da Analise de Coordenadas Principais (PcoA). Os
diagramas de Venn foram projetados para determinar as OTUs
bacterianas Unicas e aquelas compartilhadas entre diferentes
tratamentos, através do programa InteractiVenn (www.interactivenn.net,
Heberle et al., 2015). As diferencas de Filo e género bacterianos entre
diferentes tratamentos foram verificados através de ANOVA
unidirecional e teste Tukey poOs-hoc, sendo adotado nivel de
significancia 5%.

3. Resultados

a. Sobrevivéncia de Litopenaecus vannamei frente ao desafio viral
com WSSV

A sobrevivéncia foi monitorada em todos os grupos experimentais
até 72h p.i., quando os camardes sobreviventes foram eutanasiados. As
primeiras mortalidades foram registradas 24h apds o desafio viral, tendo
sido o percentual mais elevado de mortalidade observado entre 48h e
60h p.i. Ao final do experimento, i.e., 72h p.i., apenas 39% dos animais
da ACT, e 4% dos animais do BFT permaneceram vivos (Figura 2).
Entre os camardes desafiados com o WSSV, alteragdes no
comportamento e/ou sinais clinicos externos visiveis de infeccdo foram
observados, tais como, redugédo no consumo de ragdo a inapeténcia,
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letargia, alterag@o da coloragdo corporal usual, e canibalismo. De modo
geral, prostragdo no fundo do tanque e auséncia de
locomogdo/movimento natatorio representaram o comportamento que
precedeu a morte dos animais. Nenhuma morte foi registrada entre os
animais nos grupos de controle, seja em ACT, ou em BFT.

Figura 2: Taxa de sobrevivéncia (%) de Litopenaeus vannamei apds
desafio com o virus da sindrome da mancha branca.
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inoculados com o virus, em ACT e em BFT).

b. Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS): limpeza, filtragem e
alinhamento das sequéncias obtidas

O perfil da microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei juvenis
foi analisado com base em uma sequéncia alvo do gene rRNA 16S,
como descrito anteriormente em Material ¢ Métodos, através de
sequenciamento de nova geracdo (NGS). As analises foram realizadas,
antes e ap6s desafio com WSSV, em individuos provenientes de dois
sistemas experimentais distintos: bioflocos (BFT) e agua clara tratada
(ACT). Foi analisada, ainda, a microbiota presente na agua do sistema
ACT (ACT-A) e na dgua do sistema BFT (BFT-A).
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Os dados de sequenciamento NGS do gene 16S rRNA resultaram
em um total de 2.309.089 sequéncias brutas. Ap6s limpeza e filtragem
das sequéncias, 1.489.963 delas foram qualificadas como de alta
qualidade. Um resumo da analise dos dados de NGS ¢ mostrado na
Tabela 1. Entre as amostras de intestino, o nimero de reads (leituras)
dos animais infectados com WSSV, provenientes da ACT (ACT pré),
foi significativamente maior, quando comparado com o numero de
reads em ambos os sistemas, ap6s a infec¢do viral (ACT poés e BFT
po6s). Em termos numéricos, o nimero de reads diminuiu apds a
infeccdo viral. Entre as amostras de agua, ndo houve diferenca entre
sistemas, tdo pouco em relag@o a infeccdo, apesar de o nimero de reads
ser maior em BFT-A inicial, mas sem significancia estatistica.
Aparentemente ndo houve variabilidade no numero de reads nas
amostras de agua tanto entre sistemas quanto frente a infec¢ao. Portanto,
o perfil do sequenciamento diferiu entre amostras de intestino e
amostras de agua.

A cobertura de sequenciamento, considerando-se todas as amostras,
foi superior a 99% (entre 99,69 e 99, 81%), indicando que o
sequenciamento do gene 16R rRNA forneceu uma base solida para o
alinhamento dos reads, de modo a permitir a identificacdo da maioria
das bactérias presentes nas amostras. Os indices de rarefagdo o Chaol e
Shannon foram utilizados para comparar diferengas entre os perfis das
microbiotas, em termos de riqueza e diversidade, respectivamente. As
curvas de rarefacdo (Figura 3) atingiram seu patamar de saturacdo,
indicando que foi possivel determinar a riqueza bacteriana das amostras,
bem como que a maior parte da diversidade microbiana nela presentes
foi obtida. Embora com altos indices o identificados, especialmente na
agua de BFT, apo6s o teste t de student, a tinica diferenga observada foi
no indice Chaol, entre BFT pré e dgua de BFT (BFT-A) pré-infeccao.
No entanto, essa comparagdo ndo foi considerada confiavel, uma vez
que o total de amostras de BFT-A pré-infeccdo ndo perfez o ntimero
necessario de repeticdes para que o teste estatistico pudesse ser
considerado suficientemente robusto. Consideramos, entdo, que todos os
grupos experimentais apresentaram a mesma riqueza, bem como a
mesma diversidade.
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¢. Abundancia relativa em nivel de Filo da comunidade microbiana
de amostras de intestino de Litopenaeus vannamei e da dgua circundante

Na microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei, 98% dos reads
foram agrupados como pertencentes a cinco Filos, independentemente
das condigdes experimentais. Entre estes, os dois Filos mais prevalentes
foram Firmicutes e Fusobacteria. Diferenca entre os tratamentos foi
observada apenas em relagdo ao Filo Fusobacteria, em amostras
intestinais de camardo mantidos em ACT, antes da infecgdo por WSSV,
ou seja, Fusobacteria se mostrou presente em menor quantidade neste
tratamento. Nenhuma diferenga foi observada em intestinos de animais
mantidos no BFT. Apesar de termos notado porcentagens diferentes na
abundancia relativa do Filo Firmicutes, ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos.

Nas amostras de agua dos aquarios, ACT e BFT, os Filos
preponderantes foram aqueles mesmo cinco Filos registrados no
intestino de L. vannamei. Contudo, estes cinco Filos corresponderam a
85% dos reads. O Filo mais abundante na agua do BFT foi
Proteobacteria, enquanto na dgua da ACT, essa posi¢do foi atribuida ao
Filo Firmicutes (Figura 4). Por outro lado, o Filo Planctomycetes ndo foi
considerado entre os cinco Filos mais abundantes, apesar de seu
percentual de abundancia poder ser considerado relevante (7,1%) na
composi¢do da dgua de BFT, no inicio do experimento (BFT-A inicial,
ou seja, nas condi¢des originais nas quais os camardes se encontravam,
antes do inicio do periodo de aclimatagdo). Ao longo do experimento,
nos demais aquarios, este mesmo Filo mostrou-se pouco abundante.
Cabe salientar que Planctomycetes ¢ um Filo bacteriano distinto, tendo
jé sido isolado de agua de diferentes procedéncias, como agua doce,
agua salobra, dgua do mar, e, mesmo, agua hipersalina (Schlesner,
1994), além de sedimentos de aquarios marinhos e de dgua doce (Lage;
Bondoso, 2012).
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d. Abundancia relativa em nivel de género da comunidade
microbiana de amostras de intestino de Litopenaeus vannamei e da agua
circundante

Com base nos dados de NGS, foi possivel identificar os dez géneros
mais abundantes de micro-organismos nas amostras, e a relagao entre os
sistemas (ACT e BFT) e o tratamento (infec¢do viral) (Figura 5). Nas
amostras intestinais, dois géneros foram predominantes: Cetobacterium
e Bacillus, independentemente do sistema. Entretanto, ap6s a infecgdo, o
género Cetobacterium prevaleceu sobre todos os outros. Observou-se
aumento significativo de Cetobacterium apds a infeccdo viral no
intestino de animais da ACT (de 15,7% a 73,8%). Por outro lado, em
amostras de intestino de BFT, este género, ja presente em percentagem
relativamente alta, ou seja, 65,3%, mostrou abundancia relativa de
59,3% frente a infecgdo viral, diferenca essa ndo significativa. Em
relacdo ao género Bacillus, este diminuiu significativamente no intestino
dos animais mantidos em ACT, ap6s infeccdo por WSSV (de 56,2% a
0,6%). Também foram observadas porcentagens significativamente
maiores do mesmo género nos intestinos de animais mantidos em ACT
quando comparados aos intestinos de animais mantidos em BFT, antes
da infecgdo pelo WSSV (intestinos de BFT: 18,1% a 0,6%).

Embora outros estudos tenham mostrado que uma infecgdo pode
levar a um desequilibrio na microbiota intestinal e, consequentemente,
ao aumento de bactérias patogénicas (Chen et al., 2017), ndo
observamos essa situagcdo em relagdo ao género Vibrio, o qual também ¢
composto por espécies de patdogenos oportunistas. Mesmo tendo sido
observado um pequeno aumento deste género de bactérias no intestino
de camardes em ambos os sistemas, apos a infecc¢do viral, esse resultado
ndo se mostrou como sendo significativo. Vibrio spp foi detectado em
pequenas quantidades no intestino dos camardes, apos a infeccdo pelo
WSSV (a média percentual mais alta foi de 3,06%, na ACT). Apenas
duas espécies de Vibrio foram identificadas, estando presentes em
percentuais inferiores a 1%. A excegdo foi a espécie Vibrio shilonii, cuja
abundancia percentual de 3,36% foi registrada em apenas uma tUnica
amostra intestinal, i.e., em um espécime mantido em ACT, apos a
infeccdo pelo WSSV. Vibrio shilonii é descrito como patdgeno de corais
(Munn, 2015). A segunda espécie do género Vibrio identificada foi
Vibrio pomeroyi, descrito a partir de microrganismos isolados de algas
verdes (Rizzo et al., 2016). Em amostras de agua, o género Vibrio foi
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identificado em baixa quantidade (percentuais menores que 0,5%),
independentemente do sistema, ACT ou BFT.

De forma semelhante, um dos pricipais géneros com agao probidtica
em crustaceos, Lactobacillus foi identificado em baixas percentagens
(menor que 0,3%) dentre todas as amotras de intestino. Ademais, este
género ndo foi identificado nas amostras de agua dos tanques.

Diferentemente do resultado encontrado para a microbiota intestinal,
em nivel de género, Bacillus ndo foi encontrado entre os dez géneros
mais abundantes em amostras de dgua de ambos os sistemas, ACT e
BFT. A microbiota da agua também se mostrou como mais heterogénea
em relagdo a microbiota intestinal. Devido ao BFT ser um sistema
dindmico, observamos uma mudanga quanto aos géneros predominantes
em relacdo ao tempo de amostragem. No inicio do nosso experimento
(BFT-A inicial), observou-se maior percentagem dos géneros
Cetobacterium (14,4%) e Halomonas (10,9%) na agua de BFT. Apos a
aclimatagdo, imediatamente antes da infec¢do viral, os dois géneros
mais abundantes encontrados foram Cetobacterium (12,2%) e
Tenacibacilum (8,3%). Finalmente, apos a infecgdo por WSSV (48h
p-i), os géneros Ruegeria (3,6%) e Tenacibacilum (1,2%) apresentaram
maior abundancia relativa. Por outro lado, a microbiota de agua clara
mostrou um perfil constante entre as amostragens, sendo Pseudomonas
(de 10,6% a 6,4%) e Cetobacterium (de 8,3% a 5,2%) os dois géneros
mais abundantemente identificados. Portanto, a dinamicidade observada
nos Géneros predominantes foi caracteristica do BFT.

Dentre os dez gé€neros mais abundantes identificados, seis foram
compartilhados em todas as amostras de intestino, independentemente
do sistema ou do estado infeccioso, a saber, Bacillus, Cetobacterium,
Clostridium, Epulopiscium, Shewanella e Vibrio. Apenas trés gé€neros
mostraram-se comuns entre, pelo menos, uma amostra intestinal e uma
amostra de adgua: Cetobacterium, Demequina e Tenacibaculum; Destes,
apenas Cetobacterium foi encontrado em todas as amostras, sugerindo a
auséncia de relacdo entre a microbiota do intestino e aquela da adgua de
producéo.
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e. Analise de Taxons bacterianos distintos

O método LefSe, ou analise discriminante linear associada ao
tamanho de efeito, foi usado para identificar possiveis Taxons com
relevancia estatistica e¢ biologica dentro de classe (ACT e BFT) e
subclasse (pré-infecgdo e pos-infecgdo), a partir da comparagdo de um
tratamento com todos os outros (Figura 6). As amostras de agua e de
intestino foram analisadas separadamente. Somente as analises das
amostras de intestino foram capazes de indicar a ocorréncia de
diferentes Taxons bacterianos entre sistemas. No nivel de Género, dez
Téaxons formaram grupos diferentes no intestino de camardes mantidos
em ACT, pontuando a Ordem Enterobacteriales com o maior tamanho
de efeito entre a classe ACT. Por sua vez, 13 outros Taxons foram
superiores no intestino de animais de BFT, destacando a Ordem
Alteromonadales com pontuacdo LDA préxima a 4,0, ou seja, o maior
tamanho de efeito. Nao foram encontrados Taxons diferencialmente
abundantes entre as amostras intestinais pré e pos-infecgao.
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f. Similaridade das comunidades bacterianas

A avaliagdo da similaridade das populacdes bacterianas foi realizada
através da Analise de Componentes Principais (PCoA), com base na
distancia Unifrac ponderada e nao ponderada (Figura 7).

A analise mostrou uma distin¢do entre a comunidade bacteriana das
amostras de intestino e de agua dos aquarios, além de ter indicado uma
dessemelhancga entre as amostras de intestino pré e pos infecgdo viral e
entre a populacdo de bactérias da agua dos tanques de ACT e de BFT.

Na analise ponderada, as amostras intestinais de ACT pos-infecgao,
BFT pré, e BFT pos-infec¢do agruparam-se no segundo quadrante, em
posicao oposta as amostras de agua, com a exce¢do de uma amostra em
cada um dos tratamentos de BFT. Na analise ndo ponderada, todas as
amostras de ACT poés-infeccdo foram agrupadas no quarto quadrante,
estando as demais amostras de intestino dispersas entre primeiro,
terceiro e quarto quadrantes. Cabe salientar que as trés amostras de dgua
do aquario de BFT destacaram-se, tendo sido agrupadas longe das
amostras dos demais tratamentos.
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g. Microbiota elementar

A andlise dos fragmentos da regido alvo do gene 16S rRNA
envolveu, ainda, sua distribuicdo em OTUs (Operational Taxonimic
Units). Para a procura de OTUs tnicas ou compartilhadas em nivel de
Género, em termos quantitativos, construimos o diagrama de Venn
(Figura 8). Elaborado somente com amostras de intestino, o diagrama de
Venn mostrou que 163 OTUs (39% do total) foram compartilhadas entre
todas as amostras intestinais, ou seja, 39% das OTUs nao foram
influenciadas sequer pelo sistema experimental (ACT e BFT), nem
tampouco pela infec¢do viral. Em termos de sistema experimental, 41
OTUs (9%) foram observadas apenas na ACT, enquanto 93 OTUs
(22%) eram unicas do BFT. Curiosamente, observamos um maior
namero de OTUs (98 OTUs, ou seja, 23%) apods a infecgdo viral, em
relacdo ao observado antes da infecg¢do (28 OTUs, 6%).
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Figura 8: Diagrama de Venn indicando OTUs (Operational Taxonimic
Units) singulares e compartilhadas, em nivel de Género, em intestino-de
Litopenaeus vannamei mantidos em agua clara (ACT) ou bioflocos
(BFT), antes e ap6s desafio com o virus da sindrome da mancha branca
(WSSV).

ACT pre BIT jie
(256)

Cada elipse representa um conjunto. A interseccdo de duas ou mais elipses
denota o niimero de OTUs compartilhadas entre conjuntos. Numeros fora da
area de intersec¢do correspondem ao numero de OTUs exclusivos de
determinado conjunto.

Ademais, identificamos, apenas em amostras de intestino, a
bactéria Janthinobacterium lividum, previamente encontrada no
intestino do camardo Penaeus monodon (Rungrassame et al., 2014).
Esta bactéria de aguas subterraneas, aerobica e Gram negativa, produz
um pigmento chamado violaceina, o qual apresenta propriedades
antimicrobianas e antitumorais. Ao colonizar a pele de algumas espécies
de anfibios, J. lividum protege contra o letal fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (Becker et al., 2009). Isto posto, consideramos J. lividum
como sendo digna de futuros estudos em camardes marinhos.
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g. Outros resultados associados a caracterizacdo da microbiota

A andlise e a caracterizacdo do perfil da microbiota em estudo
mostraram, ainda, a presenga de sete espécies de bactérias, as quais
podem ser consideradas como potencialmente zoonoticas e/ou
patogénicas para humanos. No entanto, esse resultado deve ser visto
com a devida cautela, dado o seu escopo restrito, uma vez que nao
foram realizados testes para se determinar de fato a patogenicidade
potencial destas cepas. Assim, a deteccdo destas espécies mostra-se
pontual e isolada, tendo sido baseada exclusivamente em
sequenciamento e, estando as mesmas presentes em baixos niveis
quantitativos, sem que a esse resultado tenham sido associados qualquer
tipo de ensaio de estabilidade e/ou infectividade. Cabe comentar que a
agua utilizada nos tanques experimentais foi bombeada da zona infra-
litoral do mar, por ponteiras submersas, na praia da Barra da Lagoa -
Mogambique, costa leste da Ilha de Santa Catarina, Brasil, localizada na
cidade de Floriandpolis. Portanto, a agua utilizada no experimento
refletiu  a comunidade bacteriana marinha no momento do
bombeamento. Por outro lado, é importante salientar que o experimento
aqui descrito ocorreu durante o verdo, entre janeiro e fevereiro de 2016;
estacdo do ano na qual a cidade de Florianopolis vivencia um aumento
sazonal significativo da sua populaggo, dado o afluxo turistico. A Tabela
2 mostra as sete espécies de bactérias mencionadas, bem como a sua
origem e potencial patogénese associada em seres humanos.
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4. Discussao

Caracterizar a microbiota de um animal em condigdes de cultivo,
bem como no ambiente que o cerca e, ainda, compreender a dindmica
dessa microbiota frente a ocorréncia de uma enfermidade pode
contribuir de fato para alcancar uma producdo animal adequada.
Algumas perguntas surgem dentro deste contexto, como, por exemplo:
Pode uma infeccdo viral ndo entérica afetar a abundancia ou a
diversidade da microbiota intestinal? Sendo a agua do mar o ambiente
comum, tanto para micro-organismos marinhos, quanto para animais
marinhos, existe relagdo entre o microbioma intestinal e a flora aquatica
circundante?

Dentro deste contexto, no presente trabalho, procuramos descrever
comparativamente o perfil da microbiota do intestino de camardes
juvenis, Litopenaeus vannamei, bem como do ambiente aquatico
circundante, dgua clara (ACT) e bioflocos (BFT). Ademais, avaliamos a
dinamica desta microbiota frente ao desafio experimental com o virus da
sindrome da mancha branca, WSSV. Em outras palavras, investigamos
se, € como, a microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei ¢é
influenciada pela agua do tanque, seja ACT, ou BFT, e pela infecgdo
pelo WSSV.

Dentre os Filos identificados, com base em dados obtidos por NGS,
0s cinco que se mostraram como aqueles mais abundantes foram os
mesmos em todas as amostras (amostras de intestino, e amostras de
agua), independentemente da natureza da amostra, da infeccdo pelo
WSSV (pré-infeccdo e 48h pds-infeccdo), ou do sistema de produgéo
utilizado no experimento (ACT ou BFT). Nossos resultados mostram
concordancia com estudos recentes, em relagdo ao Filo Proteobacteria e
Filo Firmicutes, confirmados entre os cinco Filos mais abundantes no
intestino de L.vannamei. Os Filos Proteobacteria e Firmicutes podem ser
considerados autoctones da microbiota intestinal de crustaceos, uma vez
que foram identificados também em amostras intestinais e fecais de
caranguejos (Ding et al., 2017), copépodes (Gerdts et al., 2013),
camardes de agua doce (Tzeng et al., 2015, Oectama et al., 2016) e,
ainda, em L.vannamei (Cornejo-Granados et al., 2017). Neste ultimo
estudo, o Filo Proteobacteria foi relatado como sendo aquele mais
abundante no hepatopancreas, tanto de L.vannamei selvagens, como
cultivados (abundancia relativa de 93,8% e 97,7%, respectivamente) e,
apesar de apresentar-se como o mais abundante também no intestino, o
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percentual de abundancia relativa foi menor, na ordem de 69% em
camaroes cultivados.

Em relagdo ao possivel impacto da infec¢do pelo WSSV sobre a
dindmica da microbiota, nossos resultados apontam alteragdo
significativa em amostras de intestino, apenas nos camardes de ACT,
sendo esta alterag@o relacionada ao aumento da abundancia relativa do
Filo Fusobacteria.

De fato, este Filo ja havia se apresentado como o mais abundante
em amostras do mesmo tecido nos camardes do BFT, antes do desafio
experimental. Nos camardes mantidos em ACT, a infec¢do por WSSV
ocasionou um disturbio, ou uma modulagdo na microbiota intestinal,
levando a predominancia desse Filo e, consequentemente, a diminuigdo
da heterogeneidade microbiana.

Ademais, a perda de heterogeneidade também foi observada em
nivel de Género nas amostras intestinais. Embora o Filo Firmicutes
tenha mostrado uma diminuicdo ndo significativa nas amostras
intestinais da ACT, individualmente, o género Bacillus apresentou uma
diminuicao significativa neste tratamento. Apds a infeccdo por WSSV,
Bacillus spp. foram identificadas em pequenas porcentagens. Em
contraste, o género Cetobacterium foi dominante em amostras
intestinais, apos a infec¢do viral, apontando para uma perda de
heterogeneidade relacionada com a infec¢do. Interessante notar que um
estudo recente sugeriu que, de modo geral, Litopeaneus vannamei, em
condigdes de cultivo, tende a apresentar maior homogeneidade em sua
microbiota intestinal, em comparagdo com espécimes selvagens
(Cornejo-Granados et al., 2017). Esta diferenca pode ser atribuida a
composi¢do microbiana pouco variavel da alimentagdo, e a dgua com
qualidade controlada em condi¢des de cultivo.

Entre os taxons identificados, em termos de Género, o género
Cetobacterium , anteriormente classificado como Bacteroides tipo A, é
digno de maior atengdo, pois foi o género que se mostrou predominante
entre as amostras de intestino de L.vannamei no presente estudo. A
presenca desse género em intestino da tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), peixe de agua doce, foi considerada importante para a
produgdo de vitamina B12 (cobalamina), conforme sugerido por
Tsuchiya e colab. (2008). O género também foi identificado em fezes
humanas (Finegold, 2003), e, recentemente, no intestino de mamiferos
marinhos (Godoy-Vitorino, 2017).
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No entanto, pouco se sabe sobre a producdo de vitamina B12 em
crustaceos, assim como sua possivel relagdo com o género
Cetobacterium. Em um estudo que buscou determinar a quantidade
diaria necessaria da vitamina B12 na dieta de espécimes juvenis do
caranguejo Eriocheir sinensis, Wei e colab. (2014) sugeriram um efeito
positivo dessa vitamina sobre algumas das respostas imunes nao
especificas nesse crustaceo, frente a bactéria Aeromonas hydrophila.

Mais estudos sdo necessarios para entender a distribuicdo de
Cetobacterium spp. no trato digestivo de organismos aquaticos,
principalmente em crustaceos, visando esclarecer uma provavel relagio
simbidtica das bactérias intestinais pertencentes a esse género, e avaliar
sua contribui¢do quantitativa de vitamina B12 para esses animais. Em
particular, seria interessante investigar a presenca da espécie
Cetobacterium somerae, uma vez que a mesma ¢ considerada como a
maior produtora de vitamina B12, uma vez que hé evidéncias de quando
esta espécie se encontra presente na microbiota gastrointestinal de
algumas espécies de peixes, como tilapias e carpas, ndo ha necessidade
de suplementacdo de vitamina B12 (Merrifield; Ringo, 2014).

A dinamica bacteriana nas amostras de agua dos aquarios nao se
mostrou relacionada as amostras intestinais, especialmente em relacdo a
analise em nivel de Género. A ACT-A, i.e., a 4gua do mar filtrada,
mostrou ser mais estavel, ndo apresentando, em termos comparativos,
variagdo entre as amostragens. Por outro lado, a agua do BFT
apresentou um perfil de microbiota bem mais dinamico em nivel de
Género, sendo observadas variagdes entre as amostragens. A constancia
observada na microflora da ACT-A pode ser entendida como reflexo do
fato de que os pardmetros fisico-quimicos da agua do mar neste sistema
ndo apresentaram tanta flutuacdo, como observado na BFT-A. Em
outras palavras, a ACT-A tende a apresentar menor quantidade de
matéria organica, bem como variacdes menores em parametros de
qualidade de agua, como oxigénio dissolvido, formas dissolvidas de
nitrogénio e solidos em suspensdo, os quais interferem na composigdo
da microbiota do ambiente aquatico. Esta hipdtese também ¢ apoiada
pela auséncia de Taxons distintos nas amostras de agua de ACT,
conforme o método LefSe. Independente da auséncia de réplicas, as
amostras de ACT-A e BFT-A, como esperado, mostraram ser bastante
diferentes entre si, dificultando, assim, a observagdo de Taxons
especificos e distintos.

Mesmo em discordancia parcial com os resultados da abundancia
relativa, os indices de rarefagdo o ndo mostraram diferenca, ou seja, em
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outras palavras, apontaram que todos os tratamentos apresentaram a
mesma diversidade e riqueza bacteriana.

No entanto, ao analisarmos os graficos obtidos, em particular
aqueles relacionados com a analise de abundancia relativa em nivel de
Género, ¢ os graficos da andlise por PCoA, ¢é factivel sugerir que a
auséncia de diferencas nos indices o relativos a agua dos aquarios tenha
sido devido a questdo de réplicas destas amostras. Provavelmente, com
um numero maior de amostras de Aagua, observariamos maior
diversidade e riqueza do perfil bacteriano. Em vista desse resultado, a
infecgdo viral pelo WSSV parece ndo ter provocado qualquer alteragdo
na diversidade e/ou na riqueza do microbioma da agua dos aquarios. Por
outro lado, Cornejo-Granados e colab. (2017) ao compararem a
diversidade bacteriana em sedimentos de tanques de cultivo de
Litopenaeus vannamei sadios e com sintomas de EMS/AHPND
(Sindrome da Mortalidade Precoce, ou Sindrome da Necrose Aguda do
Hepatopancreas), doenca de etiologia bacteriana, observaram uma
diferenga significativa em relagdo a diversidade bacteriana, a qual se
mostrou menor no sedimento dos tanques com camardes doentes.
Mesmo considerando a distingdo em relagdo ao agente etioldgico (virus
versus bactéria) e as amostras do ambiente circundante (agua versus
sedimento) nos dois estudos, concordamos com os referidos autores
quando afirmam que uma doenga infecciosa pode alterar a microbiota,
uma vez que, ao analisarmos nossos resultados em termos de
abundancia relativa, a infeccdo por WSSV levou a uma diminui¢do no
género Bacillus e a uma predominancia de Cetobacterium spp.

Em relagdo as OTUs, podemos considerar que OTUs
compartilhadas entre organismos sadios e organismos doentes possam
representar aquelas selecionadas pela genética e fisiologia dos
hospedeiros e que permanecem, independente do estabelecimento de um
estado patologico e/ou da influéncia do ambiente (sistema de cultivo,
por exemplo).

Assim sendo, independentemente da infecgdo viral ou do sistema de
cultivo experimental em que os camardes foram mantidos, as amostras
intestinais compartilharam 39% das OTUs. Além disso, entre os dez
géneros com maior abundancia relativa, seis foram identificados em
todas as amostras intestinais. Estes podem ser considerados como flora
autoctone ou permanente dos camardes analisados em nosso
experimento, e/ou reflexo de sua genética ou fisiologia, como por
exemplo, Bacillus, Cetobacterium, Clostridium, Epulopiscium,
Shewanella e Vibrio.
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Bacillus é considerado como o principal género com agdo probiotica
em crustaceos. Shewanella também ¢ considerado como possivel
probidtico, enquanto Vibrio, considerado uma bactéria natural de
crustaceos, tem seu uso comercial como probidtico ainda limitado
(Castex et al., 2014; Hao et al., 2014). De fato, Vibrio, juntamente com
Pseudomonas, também ja foi citado como flora indigena predominante
em camardes marinhos (Lakshmi et al., 2013).

Sublinhamos aqui a infima quantidade do género Lactobacillus
identificada. Este género ¢ um dos principais micro-organismos com
acdo probidtica em crustaceos (Castex; Daniels; Cheim, 2014), e tem
sido associado a maior resisténcia contra infec¢cdes bacterianas e virais
(Peraza-Gomes et al., 2009; Thammason et al., 2017), incluindo WSSV
(Sandeepa; Ammani, 2017). Sendo assim, a suplementagdo da dieta com
Lactobacillus sp. tem sido considerada como benéfica e tem sido
incentivada, a fim de resultar em um efeito imunoestimulante e conferir
maior resisténcia a eventuais doencas infecciosas.

Podemos destacar, ainda, um grande ntmero de OTUs
compartilhado entre amostras intestinais, independentemente do estado
de infecgdo, ou sistema experimental, até mesmo superando o nimero
de OTUs exclusivas de um dado sistema, ou do estado de infec¢do, bem
como os seis géneros comumente sempre presentes. Desta forma,
podemos inferir que, no presente estudo, a infecgdo por WSSV pode ter
causado um ligeiro desequilibrio na microbiota do intestino dos
camardes de ACT. Contudo o virus ndo interferiu com a estrutura da
comunidade bacteriana intestinal de L. vannamei, em termos de
diversidade e riqueza, e em nimero de OTUs compartilhadas.

O desafio com 0 WSSV levou, como esperado, & manifesta¢do de
alguns sinais clinicos, como, entre outros, a alteracdo da coloragdo
corporal que passou a avermelhada, associada a letargia. O conjunto de
sinais clinicos visiveis ndo €, necessariamente, advindo exclusivamente
da infeccdo viral, mas pode refletir também provaveis infecgdes
bacterianas secunddrias, as quais sdo oportunizadas pela infec¢do viral
(Jayasree et al., 2006). A alta mortalidade observada em ambos os
sistemas, apos o desafio viral, foi provavelmente decorrente de
alteragdes relacionadas a respostas bioquimicas ¢ / ou imunes, mas ndo
devido a um grande desequilibrio do microbioma intestinal. Excetua-se
a significativa diminui¢do do género Bacillus em animais mantidos em
agua clara, diminui¢do esta que pode ter influenciado a alta mortalidade
observada, visto o género ter importincia probidtica. Isto posto, o
WSSV parece ser suficientemente virulento e letal, mesmo em sistemas
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bem gerenciados, sem que, aparentemente, seja observada grande
mudanga na dindmica da microbiota intestinal dos camardes infectados.
Sob outra perspectiva, a disbiose pontual em L. vannamei traz uma
grande oportunidade para a carcinicultura: o uso de imunoestimulantes
na produgdo é favorecido, uma vez que a microbiota tende a ser estavel,
mesmo em face a infec¢do por WSSV. Assim, o uso de probidticos,
prebioticos ou simbidticos € benéfico, mesmo que ocorra a WSD.

Os resultados da analise de PCoA revelaram que a comunidade
bacteriana intestinal apresentava-se dispersa, mostrando dissimilaridade
entre si, independentemente se proveniente de BFT ou ACT, em
especial na comparagdo entre animais infectados versus animais nao
infectados no grafico de distancia UniFrac ndo ponderada. De maneira
oposta, a populagdo de bactérias na agua dos aquarios foi agrupada
separadamente, formando dois grupos distintos: BFT ¢ ACT, sugerindo
que a microbiota intestinal em L. vannamei pode nao estar relacionada a
agua de produgao, e que outros fatores podem ter maior impacto em sua
composigao.

Nos vertebrados, o microbioma intestinal ¢ influenciado pela dieta,
filogenia e morfologia do hospedeiro, sendo que ndo ha associagdo com
populagdes de vida livre (Ley et al., 2008). Em invertebrados, Tzeng e
colab. (2015) apontaram, no camardo de agua doce Macrobrachium
nipponense, que sua genética e dieta tém maior influéncia no
microbioma intestinal do que seu habitat. Da mesma forma, Chen e
colab. (2017) observaram baixa semelhanga entre comunidades
bacterianas da dgua do mar e do intestino de L. vannamei. No presente
estudo, o grafico PCoA ponderado, que considera a diversidade,
mostrou uma separagdo mais obvia entre ACT-A, BFT-A e intestinos;
ou seja, o microbioma da dgua dos aquarios ndo teve semelhanga com o
microbioma intestinal. Na pratica, isso significa, por exemplo, ser
preferivel usar probidticos na alimentagdo ao seu uso como aditivo na
agua de producdo. No entanto, o grafico PCoA ndo ponderado, o qual
somente leva em consideracdo a presenca e a auséncia, sem considerar a
diversidade, mostrou que a comunidade bacteriana de ACT-A
aglomerou-se mais proxima da comunidade intestinal, enquanto aquela
do BFT-A agrupou-se, obviamente, em separado. Como o bioflocos ¢
um sistema dindmico e vivo, em constante mudanga, poder-se-ia esperar
que nele a microflora se apresentasse como mais dessemelhante em
relacdo a qualquer outra amostra.

Com base no método LEfSe, observamos dois grupos bacterianos
distintos no intestino dos camardes mantidos em dois sistemas
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experimentais completamente diferentes, ACT e BFT. Por outro lado,
ndo houve diferenca entre as comunidades microbianas em relagdo a
infeccdo por WSSV. Notavelmente, duas Ordens, pertencentes a Classe
Gammaproteobacteria (Filo Proteobacteria) foram significativamente
alteradas: Alteromonadales foi aumentada em BFT, enquanto
Enterobacteriales foi enriquecida em ACT. Sabe-se que o Filo mais
abundante em aguas marinhas e bioflocos ¢ o Filo Proteobacteria, sendo
Gammaproteobacteria a principal Classe encontrada em agua marinha
(Ahmad et al., 2017; Kirchman, 2012). Embora ndo tenha havido
semelhanga entre as amostras de agua dos aquarios (ACT ¢ BFT) e a
microbiota intestinal em termos de composi¢do da microbiota, nossos
resultados indicam que o sistema de producdo teve um efeito
significativo no microbioma intestinal dos camardes, ou seja, a presenca
de diferentes micro-organismos no intestino dos animais foi relacionada
ao sistema de cultivo no qual foram mantidos.

A produg@o animal pode apresentar um risco associado: a presenca
de microorganismos com potencial zoondtico e potencial patogénico
para humanos.

Em nosso estudo, a presenga de microorganismos associados a essas
categorias foi detectada em baixas porcentagens, possivelmente abaixo
da dose infecciosa provavel, tanto como parte da microbiota do intestino
dos camardes, como também como micro-organismos de vida livre na
coluna de agua, ndo havendo sido realizado, no entanto, qualquer teste
de viabilidade e/ou infectividade. Ademais, cabe salientar que esses
resultados devem ser considerados dentro do cenario em que o
experimento ocorreu, ou seja, em termos sazonais, uma vez que O
experimento foi realizado na esta¢do de verdo, quando a temperatura da
agua do mar apresenta-se mais elevada (na média, entre 25 °C e 29 °C)
na regido, podendo influenciar a taxa metabdlica microbiana, além do
fato das areas costeiras tornarem-se mais povoadas, devido ao turismo
intenso nesse periodo do ano. De maneira nenhuma a identificagdo
destas bactérias reflete uma questiondvel qualidade sanitiria da
produgio.

Alguns patégenos ocorrem naturalmente em daguas marinhas,
enquanto a presenca de outros estd relacionada a contaminagdo de
origem antrépica, o que indica a importancia da adogdo de indicadores
relacionados as descargas na costa, bem como o biomonitoramento
dessas areas.
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De qualquer modo, patogenos marinhos sdo considerados como
frequentemente associados a animais marinhos, fitoplancton, sedimentos
e solidos em suspensdo (Maugeri et al., 2004; Thompson et al., 2006).

Excluindo o mercado costeiro feito diretamente por pescadores
artesanais ou pequenos intermediarios, no contexto no qual os camardes
sdo vendidos frescos, os camardes sdo mais comumente comercializados
congelados ou, em alguns casos, cozidos. Esses processos visam evitar a
deterioragdo apds a captura. No entanto, micro-organismos
psicrotroficos ou formadores de esporos, como Aeromonas hydrophila e
Clostridium spp., ou, ainda, Plesiomonas shigelloides que sobrevive ao
congelamento, podem permanecer no alimento e representar uma fonte
potencial de intoxicagdo alimentar, considerando uma produgao, ou pos-
produgdo, ou beneficiamento com baixo controle sanitario.

Por fim, ressaltamos que a carcinicultura brasileira, ssim como toda
a produgdo aquicola nacional, prima pela seguranga alimentar em seu
produto. As Boas Praticas de Produgdo Aquicola (BPPA) sio
procedimentos rotineiros nas produgdes nacionais. Podemos também
ressaltar algumas normativas que regulamentam a produgdo para que a
qualidade do produto aquicola brasileiro seja sempre de exceléncia,
como o Programa Nacional de Sanidade de Animais Aquaticos (MAPA,
IN 53, 2013) e o Programa Nacional de Sanidade de Animais Aquaticos
de Cultivo - "Aquicultura com Sanidade" (MPA?2, IN 4, 2015; alterada
pela IN 10, 2015).

5. Conclusao

Em resumo, nosso estudo mostra que a infeccdo por WSSV leva a
uma perda de heterogeneidade da microbiota intestinal, especialmente
em L. vannamei mantidos em ACT, observada na dessemelhanga entre
microbiotas pré e pds infeccdo viral. Contudo, a infecgdo viral ndo leva
a alteracdes de diversidade ou riqueza da microbiota.

Notavelmente, a microflora da &4gua circundante mostrou ser

diferente da microbiota intestinal, isto é, a microflora do ambiente de
producdo tem pouca semelhanga com a composi¢do do microbioma

2 Ministério da Pesca e Aquicultura. Este Ministério existiu entre 2003 e 2015,
sendo incorporado ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em
outubro de 2015.
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intestinal, apesar de influenciar em sua composi¢do. Portanto, as altas
mortalidades observadas na infec¢do experimental foram causadas por
outros fatores, ndo sendo possivel associa-las a um grande desequilibrio
do microbioma intestinal.

Em suma, hoje se almeja uma carcinicultura sustentavel em todos os
seus aspectos. Para que esta meta seja realidade, devem ser
harmonizados diferentes pilares: a rentabilidade do empreendimento
para o produtor, a qualidade do corpo técnico, aliada a realizagdo do
trabalho com propriedade, segurancga e satisfagdo, o fornecimento de um
produto de qualidade, in6cuo e com preco atrativo para o consumidor,
os quais devem ser, ainda, aliados, a producdo amigavel ao meio
ambiente, a biosseguridade, e a ética no manejo animal.
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CONCLUSOES GERAIS

A carcinicultura contempordnea busca uma produgdo
sustentavel, economicamente viavel e de alta tecnologia. Entre as
estratégias que buscam contribuir com estes objetivos, estdo alternativas
relativas ao sistema de cultivo. Apesar do sistema semi-intensivo em
viveiros de terra representar, ainda, o principal modelo de producgdo na
carcinicultura em nivel mundial, a alternativa de producdo do camario
branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei, em sistemas intensivos e
mais biosseguros tem sido utilizada em alguns paises produtores,
inclusive no Brasil.

Neste contexto, o presente estudo procurou contribuir para o
entendimento da complexa triade patogeno versus hospedeiro versus
ambiente, associada ao cultivo de camardes, em sistema de bioflocos
(BFT).

Nossos resultados mostram que o Virus da Sindrome da
Mancha Branca (WSSV), um dos principais patogenos virais que tem
impactado a carcinicultura mundial desde a ultima década de 90, é capaz
de modular a transcricdo de genes relacionados, direta ou indiretamente,
com as respostas moleculares de defesa de Litopenaeus vannamei
infectados. Mesmo tendo sido essa modulacdo decorrente da analise de
um conjunto restrito de genes alvo selecionados, os resultados indicam
que a mobilizagdo se d4 em duas frentes, uma vez que envolve tanto
respostas de defesa do hospedeiro, quanto mecanismos celulares que
possibilitam a manutengdo da replicagdo viral. Assim sendo, a
ampliacdo desse painel génico, associada a comparacdo do perfil de
modulagdo ora obtido (48 horas pos-infecgdo) com aqueles das
primeiras horas de infecgdo (i.e., 6 horas pds-infecgdo) e ao estudo dos
mecanismos envolvidos na transcricdo destes genes pode ampliar o
entendimento da relagdo patogeno-hospedeiro. Desta forma, a infecg¢do
viral influenciou o perfil transcricional frente aos dois sistemas, i.e.,
apos infecgdo com WSSV, a transcri¢do génica foi diferente nos animais
mantidos em BFT versus os mantidos em ACT.

Da mesma forma, mostramos que o WSSV ¢ capaz de
influenciar, mesmo que de forma relativamente limitada, a microbiota
intestinal de camardes infectados, levando a um discreto distirbio no
perfil da mesma, associado a perda de heterogeneidade, conforme
constatado na dessemelhanga observada entre as microbiotas pré e pos

infecgdo viral. Digno de nota € que a microflora circundante, ou seja, os
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micro-organismos presentes na agua de producdo dos sistemas
experimentais (BFT e agua clara) ndo foram semelhantes a microbiota
intestinal, apresentando diferengas em termos de diversidade e riqueza.

Por fim, é importante salientar que, apds a infec¢do com o
WSSV, observamos mortalidade em um intervalo temporal menor entre
os camardes mantidos em BFT, em comparagdo aqueles mantidos em
ACT. Ademais, e mais relevante, a taxa de mortalidade foi maior entre
os camardes de BFT infectados.

Esse resultado sugere que, mesmo sendo o BFT considerado
como um sistema mais biosseguro, uma vez ocorrendo a entrada de um
patogeno de alta viruléncia, como o WSSV, a mortalidade pode ser mais
expressiva, acarretando perdas significativas na produgdo mais
rapidamente. Portanto, para que venha a se alcangar uma
carcinicultura cada vez mais tecnologica, produtiva e sustentavel, faz-se
necessario incorporar um conjunto de estratégias continuas de prevengao
de enfermidade na produgfo, assim como aprofundar o conhecimento
relativo as patologias, as bases moleculares das respostas de defesa do
hospedeiro e as caracteristicas genéticas dos plantéis.

Como perspectivas futuras, um estudo no qual a infeccdo pelo
WSSV fosse realizada na forma de sua ocorréncia natural, i.e., por via
oral, mostra-se de grande valor. Da mesma forma, amostragens no inicio
da infeccdo, como por exemplo, 6h, 12h e 24h pds-infeccgao viral, tanto
da agua dos aquarios, quanto dos tecidos poderiam ser realizadas. Poder-
se-ia, ainda, realizar uma analise comparativa com os nossos resultados
aqui apresentados, observando se ocorrem alteracdes na microbiota
intestinal, assim como se esta influenciaria, ou nado, a infec¢do viral,
quando da infec¢do por via oral. Assim, além de ampliar os resultados
aqui relatados, buscar-se-iam ainda marcadores moleculares precoces,
no inicio da infecg¢do, avaliando, também, ao longo do tempo, a
dindmica da transcricdo génica. Por fim, frente a dinamicidade do
bioflocos, investigar-se-ia a sobrevivéncia dos camardes infectados com
WSSV neste sistema, de modo a avaliar de forma mais ampla a relacdo
deste pardmetro com variagdes na composi¢do e/ou nas caracteristicas
do bioflocos.
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Apéndice I - Parametros de qualidade de agua monitorados durante o
periodo de aclimatagdo (15 dias). Camardes Litopenaeus vannamei
foram mantidos em agua clara ou em bioflocos. Média, = desvio padrao
e nivel de significancia.

Parametro Agua clara Bioflocos P
Temperatura (<C) 27,8 £0,8 (26,3-29,6) * 30,2+ 1,4 (28,7-33,4)b  **

sk

Oxigénio dissolvido

(mg.L) 6,4 +0,5 (5,4-7,6) ® 59404 (51-6,7)"®
Solidos  suspensos -
totais (mg.L™") - 452,7 £ 44,4 (387-511)
Alcalinidade NS
(mg.LY) 124+ 6,3 (116-132) 148 +£22.9 (112-176)
Salinidade (ppt) 31,6 + 0,6 (31-32,5) 31,1 +1,4(29,6-33,6) NS
pH 7,7+0,0 (7,7-7.8) 7,5+0,1 (7,4-7,6) NS
Turbidez (UNT) 12402 (1,1-1,6)* 130,9+36,8(76,1-175,3)> **
Aménia (mg.L!) 0,2+0,1 (0,1-0,3) 0,1+0,0(0,0-0,2) NS
Nitrito (mg.L™") 0,0+0,0%° 0,5+0,3 (0,0-1,00® *
Nitrato (mg.L"") 2,6+ 12 (0,7-4,2) 35,5+30,8 (15,9-88,9) **
Fosfato (mg.L™") 0,9+ 0,1 (0,6-1,0) 2,0+04 (1,4-2,6)> **

Meédias obtidas a partir de registros realizados duas vezes por dia para os
parametros temperatura e oxigénio dissolvido; demais pardmetros foram
registrados duas vezes por semana. NS: ndo significante; *: P< 0.05; **:
P<0.01.
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Anexo I — Niveis de garantia da ragdo fornecida aos camardes durante a
fase experimental deste trabalho. Racdo extrusada Potimar 35 EXT
(Guabi®). Indicada para cultivos intensivos durante fase de engorda.

Umidade (maximo) 10%
Proteina bruta (minimo) 35%
Extrato etéreo (minimo) 7,50%
Fibra bruta (maximo) 5%
Matéria mineral (maximo) 13%
Célcio (méaximo) 3%
Foésforo (minimo) 1,45%
Vitamina A (UI) 4000
Vitamina D3 (UI) 2000
Vitamina E (UI) 150
Vitamina C (UI) 130
Selénio mineral (mg/kg) 0.3

Fonte: Guabi. Folheto Potimar Anti-stress. 2011. Disponivel em:

<https://issuu.com/guabi/docs/folheto-potimar-anti-stress>. Acesso em: 01
abr.2018.





