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RESUMO

O uso de medidas profilaticas visando a contencao de doengas nos cultivos e a busca por
ferramentas biotecnoldgicas que aumentem a resisténcia e a imunocompeténcia dos peneideos
sdo fundamentais para a sustentabilidade da carcinicultura. O presente estudo investigou o
efeito de dois diferentes sistemas de cultivos em bioflocos, heterotréfico (BFT.H) e
quimioautotréfico (BFT.Q), sobre o estado imunologico geral de camardes Litopenaeus
vannamei, por meio de andlises bioquimicas (parametros hemato-imunologicos) e moleculares
(expressao de genes associados ao sistema imune no intestino médio). Animais cultivados em
BFT.Q apresentaram melhores condi¢des gerais de imunocompeténcia que os em BFT.H,
possivelmente associado as suas condigdes ambientais mais estaveis. Independentemente do
sistema BFT, camardes cultivados em bioflocos apresentaram maior capacidade aglutinante na
hemolinfa, sugerindo maior capacidade de reconhecer e imobilizar potenciais microrganismos
patogénicos. Enquanto camardes em BFT.Q apresentaram expressdo diferencial de genes
associados as defesas antivirais (LvDICERI1, sistema RNAIi) e antimicrobianas (LvPPAE-2
sistema proPO; Litovan STY 1peptideo antimicrobiano com atividade antifingica - stylicina), o
cultivo em BFT.H promoveu aumento no perfil transcricional voltado para defesas contra
bactérias e fungos (Litovan ALF-A). Ademais, o perfil transcricional de 16S rRNA de algumas
das principais comunidades bacterianas de peneideos revelou maior abundancia e viabilidade
dos filos Actinobacteria e Firmicutes no intestino médio de camardes criados em BFT.Q e
BFT.H, respectivamente. Curiosamente, o aumento de Firmicutes esteve associado a picos de
compostos nitrogenados no BFT.H. Em conjunto, estes achados fornecem novas evidéncias
sobre o impacto de diferentes sistemas de BFT sobre a imunocompeténcia e as comunidades
bacterianas do intestino médio dos camardes. Por fim, esses insights podem auxiliar na
compreensdo da interacdo ambiente, imunidade do camarao e microbiota, visando a prevencao

de doengas na carcinicultura.

Palavras-chave: Aquicultura; BFT; imunoparametros; imunidade intestinal; crustaceos.



ABSTRACT

Prophylactic measures to prevent diseases in shrimp farms and promote immunocompetence in
animals are essential to ensure the sustainability of aquaculture. Herein, we investigated the
immunological status of Litopenaeus vannamei juveniles cultured in two biofloc systems:
heterotrophic (BFT.H) and chemoautotrophic (BFT.Q) by analyzing some hemato-
immunological parameters and the transcriptional levels of immune-related genes in the
midgut. The BFT-chemoautotrophic system presented more stable chemical conditions than the
BFT.H, which was reflected in superior immunocompetence in animals. Generally, shrimp
cultured in bioflocs had a higher agglutinating capacity than animals reared in clean water,
indicating a better ability to recognize and immobilize potentially pathogenic microorganisms
through hemolymph. Among all 53 genes analyzed in the midgut, LirvanSTY 1 (antimicrobial
peptide; antifungal activity), LvDicerl (endoribonuclease from the RNAi antiviral system), and
LvPPAE-2 (prophenoloxidase-activating enzyme) showed higher transcriptional levels in
shrimp reared in BFT.Q. By contrast, only LitvanALF-A (antimicrobial peptide; responses
against bacteria and fungi) had a differential expression in animals reared in BFT.H. In addition,
16S rRNA transcriptional profiling of some main bacterial phyla present in shrimp revealed
greater abundance and viability of Actinobacteria and Firmicutes in shrimp midgut reared in
BFT.Q and BFT.H, respectively. Interestingly, the increment of Phylum Firmicutes in the
midgut of shrimp reared in BFT.H was associated with peaks of nitrogenous compounds in this
biofloc system. Taken together, our findings provide new evidence of the impact that different
BFT systems can have on shrimp immunocompetence and//or on bacterial communities
colonizing the midgut. Finally, these insights can shed light on the interaction between the
environment, shrimp immunity, and microbiota, aiming at disease prevention in shrimp

farming.

Keywords: Aquaculture; BFT; immunoparameters; intestinal immunity; crustaceans.
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1 INTRODUCAO GERAL

Com o aumento crescente da populagao mundial, a demanda por alimentos proteicos
de alta qualidade ¢ uma necessidade importante, parte dela sendo sanada pela atividade
aquicola, visto que a pesca extrativista estd estagnada desde a década de 80 (ANDERSON;
ASCHE; GARLOCK, 2018; FAO, 2020). De maneira preocupante, os ultimos dados da
Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentacdo e a Agricultura (FAO) demonstram que
houve um declinio de 6,8% na produgdo pesqueira marinha mundial de 2018 a 2020 (FAO,
2022), agravando ainda mais esse cendrio. Nesse sentido, muitos esfor¢os devem ser realizados
para o desenvolvimento de inovagdes tecnoldgicas e para se ter incentivos politicos que
estabelegam uma relacao mais equilibrada entre o crescimento populacional, a preservacao do
meio ambiente e a producao de alimentos (ANDERSON; ASCHE; GARLOCK, 2018; FAO,
2020).

Mundialmente, 17% do alimento disponivel contendo proteina animal provém de
alimentos aquaticos, sendo 7% de todas as proteinas (FAO, 2022). Em 2020, o setor aquicola
contribuiu com 47% na produ¢ao mundial de peixes (piscicultura), 28,6% na produgado de algas
(algacultura), 14,5% na producdo de moluscos (malacocultura), 9,2% na produgdo de
crustdceos decapodes, especialmente os camardes marinhos (carcinicultura) e 0,9% na
producdo de outros organismos aquaticos (FAO, 2022). A carcinicultura representa um dos
setores do agronegocio internacional que mais crescem, compondo a pauta de exportagdo de
muitos paises, como Taildndia, Indonésia, Vietnd e China, na Asia e Equador, México e Brasil
nas Américas. A producao mundial de peneideos em 2020 atingiu o recorde de 11,2 milhdes
de toneladas, movimentando um valor de mercado de 81,5 bilhdes de dodlares (FAO, 2022).
Paises do Leste e Sudeste Asiatico e América Latina respondem pela maior parte da produgdo
mundial, sendo que o Brasil ocupa a décima posicdo mundial, atingindo em 2020 uma
produtividade de 112 mil toneladas. A regido Nordeste, representada especialmente pelos
estados do Ceara e Rio Grande do Norte, ¢ responsavel por 68% da produgdo nacional de
camardes marinhos (CNA, 2021; FAO, 2022).

As duas espécies de peneideos mais cultivadas no mundo sdo o camardo-branco do
Pacifico, Litopenaeus vannamei (83,1% da produg¢do mundial) e o camarao-tigre-gigante,
Penaeus monodon (11,8%), originario das dguas costeiras da regido Indo-Pacifica (JUNNING
CAletal,2021). O destaque na produgdo do L. vannamei (Figura 1) nos cultivos em diversas
regidoes do mundo sdo atribuidos as suas excelentes caracteristicas zootécnicas, como boa taxa

de conversdo alimentar, bom crescimento e fecundidade, tolerancia a altas densidades de
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estocagem, a salinidades extremas, a baixas temperaturas e resistentes ao manejo em cativeiro

(MATTHEW BRIGGS, SIMON FUNGE-SMITH, 2004).

Figura 1. Exemplar adulto do camarao Litopenaeus vannamei.

Consideracoes sobre as enfermidades na carcinicultura

Nos sistemas de producdo animal, incluindo a carcinicultura, o lucro financeiro ¢ o
objetivo final. Contudo, nem sempre as praticas de manejo adotadas sao adequadas e respeitam
a fisiologia dos animais para resultar em saude e crescimento almejados. Esse ¢ um fator
extremamente relevante e que deve ser considerado pelos carcinicultores. Praticas inadequadas
de manejo, como baixa qualidade da dgua e nutricional, densidades acima da capacidade de
suporte do cultivo, somadas as intempéries ambientais, como variagdes bruscas na salinidade e
temperatura da 4gua, representam fatores estressores que deprimem o sistema imune dos
camardes e permitem para o estabelecimento de enfermidades infecciosas.

Uma vez estabelecidas as enfermidades nos cultivos, especialmente aquelas
ocasionadas por virus e bactérias, a perda econdmica subsequente sera eminente, pois ndo ha
tratamentos efetivos. Portanto, um manejo adequado continua sendo a melhor forma de
preven¢do de enfermidades, sendo necessario promover o equilibrio entre a saide do
hospedeiro, as condi¢cdes ambientais do cultivo e as comunidades microbianas endobiontes,
lembrando que, nessa complexa interacdo, o desequilibrio conduz ao estabelecimento de
doengas.

As doencas que causam perdas econdmicas constituem um dos fatores mais limitantes

para a sustentabilidade da carcinicultura mundial (ASCHE et al.,, 2021; KOOLOTH
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VALAPPIL; STENTIFORD; BASS, 2021). Alguns patdégenos causam perdas consideraveis
nos cultivos de peneideos, especialmente os virus e as bactérias (60% e 20%, respectivamente),
sendo que os fungos e os parasitos causam perdas menos significativas (FLEGEL, 2012, 2019).

Na historia da carcinicultura mundial os principais virus causadores de doencgas sao o
virus da sindrome mancha branca (WSSV, White Spot Syndrome Virus), o virus da cabega
amarela (YHV, Yellow Head Virus), o virus da sindrome de Taura (TSV, Taura Syndrome
Virus), o virus da mionecrose infecciosa (IMNV, Infectious Myonecrosis Virus), o virus da
necrose hematopoiética e hipodérmica infecciosa (IHHNV, Infectious Hypodermal and
Haematopoietic Necrosis Virus) (LIGHTNER et al., 2012). Recentemente uma nova virose esta
causando grandes prejuizos em cultivos na China, sendo causada pelo virus iridescente-1 de
decépodas (DIV 1, Decapod Iridescent Virus 1) (LIAO; HE; LI, 2022). O virus promove atrofia
e clareamento do hepatopancreas e amolecimento da carapaga dos camardes, sinais clinicos
estes partilhados por outras enfermidades, o que prejudica o diagndstico precoce da doenca
(LTAO; HE; LI, 2022). Atualmente essa virose esta restrita a algumas cidades da China e
Tailandia (OIE, 2019).

Entre os patogenos virais acometendo os crusticeos, destaca-se o WSSV que ¢ um
virus que pode ocasionar mortalidades nos cultivos de até 100% apos 7 dias dos sintomas
iniciais (KOU et al., 1998). Esse virus € capaz de causar infec¢cdes em todos os crustaceos da
ordem Decapoda, infectando células de diversos tecidos (KOU et al., 1998). Uma vez que o
virus também se replica nas células imunocompetentes (hemocitos), o sistema imunologico
destes animais fica seriamente comprometido desde o inicio do processo infeccioso (WANG et
al., 2002). As perdas econdmicas na carcinicultura mundial devido as infec¢des por WSSV,
desde o seu surgimento na Asia em 1992, tém sido significativas e estima-se perdas de
aproximadamente 1 bilhdo de délares (STENTIFORD et al., 2012). Até 2004, o Brasil era livre
de infec¢des por WSSV. No entanto, em dezembro daquele ano, o primeiro surto foi registrado
em fazendas de camardes no municipio de Imarui, sul do estado de Santa Catarina (SC). A
carcinicultura catarinense foi altamente impactada pela sindrome da mancha branca, cuja a
producdo de 4.189 t em 2004 caiu vertiginosamente nos anos seguintes, atingindo irrisorias
293.05,2 t em 2020 (EPAGRI, 2020). Desde entdo a atividade em SC nao se estabeleceu e
atualmente apenas 19 das 108 fazendas existentes em 2005 continuaram em funcionamento
(EPAGRI, 2018, 2020). Na regido Nordeste, redentora da maior produ¢do de camarao marinho
no Brasil, os surtos de mancha branca foram inicialmente relatados em cultivos no Sul da Bahia,
em 2008 (ABCC, 2016; NUNES; FEUO, 2016), sendo que o virus se espalhou rapidamente

para os estados vizinhos, reduzindo a producao em 21,2% nos tltimos anos (IBGE, 2018).
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Entre as bacterioses acometendo camardes, destacam-se as causadas por cepas
virulentas de Vibrio spp., como V. parahaemolyticus e V. harveyi, responsaveis pela doenga da
necrose hepatopancredtica aguda (AHPND, Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease),
anteriormente denominada de Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS, Early Mortality
Syndrome) (KONDO et al., 2015; TRAN et al., 2013). A AHPND ¢ uma doenca bacteriana de
grande impacto que tem causado perdas econOmicas catastroficas, principalmente nos paises
asiaticos (China, Vietnd, Maldasia e Tailandia), mas também em alguns paises das Américas.
Embora os registros oficiais de AHPND se concentrem no México (TANG et al., 2020), outros
paises da América do Sul, ndo revelados, sdo mencionados como tendo surtos desta vibriose
(RESTREPO et al., 2016). No que diz respeito ao Brasil, ndo ha registros oficias d¢ AHPND
(OIE, 2019).

Consideracoes sobre o sistema imune de camaroes

A exemplo de outros invertebrados, os crustdceos sao desprovidos de sistema imune
adaptativo composto por células linfociticas clonais (linfocitos T e B), anticorpos ¢ memoria
imunoldgica a longo prazo. Estes artropodes dependem de uma imunidade do tipo inata que
lhes garante ativar uma série de mecanismos moleculares e celulares de defesa contra os
patogenos. Em ultima analise, a falta de um sistema imune adaptativo resulta na impossibilidade
de se desenvolver vacinas (na concepgdo classica do termo, resultando na geracdo de
anticorpos) ou terapias baseadas no reconhecimento altamente especifico de um antigeno, que
os proteja contra infeccdes reincidentes (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014;
BUCHMANN, 2014).

De maneira geral, as respostas de defesa dos camardes estdo intimamente ligadas ao
seu sangue ou hemolinfa. O sistema circulatorio ¢ aberto ou semi-aberto e seus tecidos sdo
banhados pela hemolinfa, que consiste em uma fragdo celular, composta pelas células
imunocompetentes ou hemocitos e de uma fragdo liquida constituida pelo plasma, onde estao
dissolvidos os fatores humorais (BACHERE etal.,2004; BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA,
2014). As respostas imunologicas celulares e humorais atuam sinergicamente no combate as
infecgoes.

Entre os mecanismos envolvidos no reconhecimento e destruicdo de patdgenos pelos
crustaceos, destacam-se: (1) reconhecimento do ndo-préprio por receptores/proteinas de
reconhecimento- padrdo (PRRs/PRPs); (2) ativa¢do de vias de sinalizag¢do intracelular; (3)
fagocitose, encapsulamento e nodulacdo, associadas a formacao de armadilhas extracelulares

de acidos nucleicos (ETOse); (4) produgao de moléculas microbicidas, como as espécies
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reativas de oxigénio e de nitrogénio e os peptideos antimicrobianos (PAMs); (5) melanizacao
mediada pelo sistema de ativagdo da pro-fenoloxidase (proPO), gerando moléculas
intermedidrias altamente citotoxicas; (6) coagulagio da hemolinfa mediada por
transglutaminases; (7) reconhecimento e aglutinacdo celular mediada pro lectinas e, (8) os
sistemas antivirais mediados pela interferéncia por RNA (RNAI), citocinas interferon-like,
apoptose e autofagia (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014; KULKARNI et al., 2021).
A primeira barreira de prote¢ao dos crustidceos contra a entrada de patdgenos ¢
proporcionada por uma carapaca externa rigida (exoesqueleto), que também reveste
internamente o trato digestorio. Além disso, o trato digestorio secreta enzimas e moléculas,
algumas com atividade antimicrobiana (SOONTHORNCHAI et al., 2010). Uma vez rompidas
as barreiras fisico-quimicas, os microrganismos adentram a hemocele e desencadeiam a
ativacdo de uma série de reacdes imunoldgicas no hospedeiro, visando neutralizar e eliminar os
agentes invasores. Tais repostas sdo decorrentes do reconhecimento inicial do invasor pelas
PRPs presentes no plasma ou na superficie das células do hospedeiro. Estas moléculas
imobilizam os microrganismos se ligando aos seus padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns), e a superficie dos hemocitos. Dessa ligagao,
diferentes vias de sinalizagdo intracelular sdo ativadas, culminando em diferentes respostas
celulares (fagocitose, formagao de nddulos e capsulas e ETOse) e humorais de defesa (sistema
pro-fenoloxidase, espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e peptideos antimicrobianos), além
da modula¢do génica de imunoefetores e imunoreguladores (Figura 2) (BARRACCO;

PERAZZOLO; ROSA, 2014; LEE; SODERHALL, 2001).



22

Figura 2. Respostas imunolégicas induzidas nos hemocitos de camardes mediante ligag@o entre as proteinas de
reconhecimento-padrdo presente na superficie dos hemocitos com aos padrdes moleculares associados a
patdgenos, na superficie dos microrganismos.
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Figura 2. Apods o reconhecimento dos patdogenos via PRR/PRP, diferentes reacdes de defesa sdo ativadas,
compreendendo: (1) resposta celulares como fagocitose, formacdo de nddulos e capsulas, infiltragdo e formagao
de armadilhas extracelulares de acidos nucleicos; (2) resposta humoral baseada na degranulagdo e liberagao de
diferentes imunoefetores e imunoreguladores e, (3) indugdo e/ou repressao de genes associados ao sistema imune.
Adaptado de Barracco, Perazzolo e Rosa (2014).

Os processos imunoldgicos acima mencionados sdo muito bem compreendidos e estdo
intimamente associados a hemolinfa. No entanto, recentemente tem-se voltado a atenc¢do para
uma imunidade extra-hemocitaria, associada aos epitélios, como aqueles presentes no intestino.
Embora muito pouco se conheca ainda sobre a existéncia de uma imunidade intestinal em
camardes, a participacdo do intestino na imunidade de outros artropodes ja foi descrita, a
exemplo do que ocorre nos insetos (CAPO; WILSON; DI CARA, 2019). Sabe-se que as células
epiteliais do intestino médio de Drosophila melanogaster sintetizam moléculas antimicrobianas
e citotoxicas, tais como PAMs e espécies reativas de oxigénio, fundamentais para a defesa
destes animais contra microrganismos patogénicos (LEE et al., 2019).

O trato gastrointestinal dos camardes ¢ dividido em quatro areas funcionais: intestino
anterior (incluindo a boca, esofago e estdbmago), hepatopancreas, intestino médio e intestino
posterior (SOONTHORNCHALI et al., 2010) (Figura 3). A maioria do intestino ¢ revestido por
uma cuticula quitinosa que separa o conteido luminal do epitélio, protegendo-o da abrasao
ocasionada pelas particulas alimentares. A excecao ¢ a regido medial do intestino revestida

apenas por uma membrana peritrofica quitinosa, acelular e porosa, que permite a absor¢ao
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seletiva de nutrientes, sendo composta por fibrilas associadas as glicoproteinas e proteoglicanos

(MCGAW; CURTIS, 2013; SOONTHORNCHATI et al., 2015; WANG et al., 2012).

Figura 3. Esquema representativo (fora de escala) do trato gastrointestinal, 6rgdos associados e sistema
circulatorio de camardes peneideos

Figura 3. O trato gastrointestinal ¢ dividido em intestino anterior (boca, esdfago e estdbmago), hepatopancreas,
intestino médio (contendo os cecos anterior e posterior) e intestino posterior (reto e anus). O sistema circulatorio
dos crustaceos ¢ do tipo aberto ou semi-aberto, por onde flui a hemolinfa (hemocitos e plasma). B: boca; EST:
estdmago ou intestino anterior; HP: hepatopancreas; SC: Sistema circulatdrio; IM: intestino médio; CA: ceco
anterior; IP: intestino posterior ¢ CP: ceco posterior.

A pratica de canibalismo entre os camardes ¢ muito comum (LO; KOU, 1998) e estes
animais podem facilmente infectar-se pelo trato gastrointestinal. Apesar de as barreiras fisicas
(cuticula quitinosa) e quimicas (enzimas digestivas, baixo pH, etc.) do intestino anterior, os
microrganismos podem alcangar o intestino médio, ultrapassar a barreira conferida pela
membrana peritrofica e adentrar no organismo via epitélio, o que torna esta por¢ao do intestino
particularmente vulneravel aos patogenos (ARTS et al.,, 2007; WANG et al., 2012). Em
contrapartida, acredita-se que estratégias de defesa tenham sido evolutivamente impostas ao
intestino destes artropodes, que sobrevivem ha cerca de 540-490 milhdes de anos em ambientes
ricos em microrganismos. Apesar dessa evidéncia, a participacao efetiva do epitélio intestinal
na imunidade dos camardes estd ainda por ser revelada, bem como a interagdo entre o seu
sistema imune € a sua microbiota intestinal.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a estudar a imunidade

associada ao intestino de camardes L. vannamei. O primeiro trabalho foi realizado por Silveira
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e colaboradores (2018) que revelou a distribui¢ao de transcritos associados a imunidade no trato
gastrointestinal de L. vannamei, sugerindo a importancia de hemocitos infiltrantes na
comunica¢do entre a imunidade sistémica (associada a hemolinfa) ¢ a imunidade epitelial
(intestino médio) em camardes (SILVEIRA et al., 2018). A partir desses primeiros achados,
outros estudos se seguiram, como a participag¢do do epitélio intestinal na producao de efetores
imunologicos como os PAMs (FARIAS et al., 2019), o perfil transcricional associado a
diferentes sistemas de cultivo (PILOTTO et al., 2020) e a suplementagdo alimentar com
cianobactérias (PILOTTO et al., 2019). Mais recentemente, a expressao diferencial e espacial
no intestino médio (IM) de camardes foi relatada, onde genes de diferentes categorias
funcionais foram expressas, sendo a por¢do anterior do IM relatada como um importante sitio
de expressao de moléculas antimicrobianas (GAGLIARDI, 2020). O mais recente achado no
nosso laboratorio foi a identificagdo de 13 genes com expressao exclusiva no intestino médio e
ndo hemocitaria, candidatos a compor uma assinatura transcricional do intestino médio de
camardes associada ao cultivo de bioflocos e a infecgdo oral pelo WSSV (BERNARDO JR,
2021).

Cultivo em bioflocos como um sistema alternativo para a criacdo de camaroes
Considerando o cenario atual da carcinicultura mundial e a importancia da sanidade ¢
premente se buscar sistemas alternativos de cultivo, que sejam compativeis com as necessidades
do século XXI e que congreguem produtividade, biosseguranca e prote¢cdo ao meio ambiente.
Isso inclui, a reciclagem da 4gua dos cultivos, priorizando sistemas “fechados” em ambientes
internos (indoor), que protejam os mananciais naturais € as areas estuarinas da degradacao e
poluicao decorrentes de manejos inapropriados.

Diferentes tecnologias tém se destacado no setor aquicola, ao nivel mundial, para
promover cultivos mais sustentaveis e produtivos. Entre elas, destacam-se o Sistema de
Recirculacdo Aquicola (RAS, do inglés Recirculating Aquaculture System), Sistema de
Aquaponia (Aquaponics System), tecnologia em Bioflocos (BFT, do inglés Biofloc Technology
System) e o Sistema Integrado Multitréfico (IMTA, do inglés Integrated Multi-thopic
Aquaculture) (EL-SAYED, 2021; EMERENCIANO; GAXIOLA; CUZO, 2013). Todos estes
sistemas visam reduzir os riscos de doengas nos cultivos, adotando medidas de biosseguranca
e ao mesmo tempo maior produtividade, com um retorno financeiro satisfatorio
(EMERENCIANO et al., 2022; MOSS et al., 2012). Embora os sistemas de cultivo com estes
adendos tecnoldgicos parecam oferecer inlimeras vantagens em detrimento aos sistemas

tradicionais (viveiros de terra) (EMERENCIANO et al., 2017a, 2022; EMERENCIANO;
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GAXIOLA; CUZO, 2013), a escolha do sistema esta relacionado com a viabilidade econdmica
do empreendedor.

A tecnologia de cultivo em bioflocos (BFT, Biofloc Technology System) ¢ considerada
uma alternativa aos cultivos tradicionais de camardes por apresentar caracteristicas
ambientalmente corretas (eco-friendly), sustentabilidade e por adotar medidas de biosseguranca
no que diz respeito a limitar a entrada de patogenos no cultivo (EL-SAYED, 2021,
EMERENCIANO et al., 2017a; MOSS et al., 2012). No sistema em bioflocos ha uma complexa
comunidade microbiana formada ndo apenas por bactérias, mas também por microalgas,
fungos, protozoarios, zooplancton, rotiferos, nematoides e outros organismos
(EMERENCIANO et al., 2017a).

Os flocos formados (bioflocos) sdo fonte complementar de alimento para os animais € seu
consumo pode induzir a uma maior produtividade e diminui¢do dos custos com alimentagao,
por meio da redugdo da taxa de conversdo alimentar (EMERENCIANO; GAXIOLA; CUZO,
2013; MIRANDA-BAEZA et al., 2020). Os bioflocos sdo nutricionalmente ricos, devido a sua
composicdo baseada em agregados de microrganismos, fibras e pequenos invertebrados
(BURFORD et al., 2004; EMERENCIANO; GAXIOLA; CUZO, 2013; FERREIRA et al.,
2021; PROMTHALE et al., 2019), podendo contribuir com até 1/3 da fonte nutricional de L.
vannamei nos cultivos (BURFORD et al., 2004). A presenca dos bioflocos na forma de alimento
vivo ou como suplementa¢do na ragdo tem demostrado iniimeros beneficios (nutricionais e
econdmicos), sendo entdo uma boa alternativa para substituigdo parcial da farinha de peixe na
formulagdo de ragdes para camardes (LEE et al., 2017; PROMTHALE et al., 2019). No aspecto
nutricional, o sistema heterotrofico apresenta valores mais altos de proteina, quando comparado
ao sistema quimiautotréfico € maduro no cultivo de camarao (L. vannamei) (FERREIRA et al.,
2021), mas sem haver diferenca significativas no desempenho zootécnico e sobrevivéncia dos
animais (MARTINS et al., 2020).

Devido a reducao ou inexisténcia de troca de agua nos cultivos de bioflocos (sistema
fechado), residuos de ragao, detritos € compostos nitrogenados inorganicos se acumulam na
dgua (BURFORD et al., 2003). Esses detritos estimulam o crescimento e o estabelecimento de
comunidades bacterianas especificas, responsaveis pela reciclagem dos compostos
nitrogenados (AVNIMELECH, 1999), o que melhora a qualidade da dgua. Nos cultivos de
bioflocos pode-se encontrar trés vias para reciclagem dos detritos: as vias quimioautotréfica e
heterotrofica, predominantemente conduzidas por bactérias, e a via fotoautotrofica,
predominantemente conduzida por microalgas e cianobactérias (DAUDA, 2020; EBELING;
TIMMONS; BISOGNI, 2006) (Figura 4)
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Figura 4. Esquema (fora de escala) da remocao dos compostos nitrogenados no sistema de bioflocos
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Figura 4. A reciclagem dos compostos nitrogenados nos sistemas de bioflocos ocorre por meio de trés principais
vias (quimioautotroéfica, heterotrofica e fotoautotrofica). Os camardes sdo alimentados com fontes exdgena (ragao)
(1a) e endogena (bioflocos) (1b). O actimulo de detritos de ragdo ndo consumida (2a) e as excrecdes fecal e
branquial (2b) promovem o aumento de compostos nitrogenados (amoénia total) no sistema. A via
quimioautotroéfica (=) se caracteriza pela nitrificacdo conduzida por bactérias oxidantes de amoénia (AOB,
ammonia-oxidizing bacteria), que oxidam a amoénia total [formas ionizadas (NH4") e ndo-ionizada (NH3)] em
nitrito (3a) que €, por sua vez, convertido em nitrato (3b) pelas bactérias oxidantes de nitrito (NOB, nitrite-
oxidizing bacteria). Na via fotoautotrofica (=) o nitrato sera consumido por organismos fotoautotroficos aderidos
aos bioflocos (4). Finalmente, na via heterotréfica (=) a amonia ndo nitrificada é desviada para o metabolismo
bacteriano (5).

Considerando a estabilidade quimica, microbioldgica e a complexidade dos cultivos
em bioflocos, pode-se diferenciar pelo menos duas categorias de sistemas: quimioautotrofico e
heterotrofico (EMERENCIANO et al., 2022). O sistema quimioautotrofico € considerado mais
equilibrado por possuir uma maior estabilidade quimica gragas a coloniza¢do e atuacdo de
bactérias oxidantes de amonia (ammonia oxidizing bactéria, AOB) e de nitrito (nitrite oxidizing
bactéria, NOB), as quais representam as comunidades bacterianas predominantes neste sistema
(AVNIMELECH, 2015; EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006). As bactérias oxidantes de
amonia e nitrito sdo altamente eficientes na oxida¢do de compostos nitrogenados, que podem
atingir niveis toxicos caso ndo sejam removidos. Assim, no sistema quimioautotrofico permite-
se que os niveis de amonia e nitrito permanegam baixos € mais estaveis ao longo do cultivo,

sendo normalmente desnecessario a inser¢do de fontes de carbono organica para sua
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manutengdao (EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006; FERREIRA et al., 2021; MARTINS et
al., 2020; MIRANDA-BAEZA et al., 2020). Apesar da alta eficiéncia, essas bactérias
desenvolvem-se muito lentamente e nao produzem uma abundante biomassa, sendo necessario
um tempo maior para o seu estabelecimento no sistema (EBELING; TIMMONS; BISOGNI,
2006).

No sistema heterotrofico ha o predominio de bactérias heterotroficas que necessitam
constantemente da adi¢do de fontes de carbono organico para que o seu metabolismo evolua
(EKASARI et al., 2014). Em condigdes apropriadas de relagdo carbono-nitrogénio na agua,
essas bactérias assimilam rapidamente a amonia para utilizar em suas reagdes metabolicas, o
que proporciona a rapida formag¢do de uma abundante biomassa bacteriana no ambiente
(EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006). Essas bactérias sao responsaveis ainda por reciclar
a matéria organica dissolvida e abundante, além de colonizarem residuos de fezes,
exoesqueleto, restos de individuos mortos e ra¢ao) que sera consumida junto aos bioflocos,
pelos camardes (AVNIMELECH, 1999; EMERENCIANO et al., 2017a). Importante ressaltar
que, independentemente da classificacdo do sistema, sempre havera a presencga simultanea de
bactérias quimioautotroficas e heterotroficas, além de outros grupos bacterianos nos cultivos
BFT, porém com o predominio e abundancia diferentes e caracteristico de cada sistema
(MARTINS et al., 2020).

Embora os mecanismos imunologicos envolvidos na condugdo de uma robustez dos
camardes ainda nao sejam bem compreendidos, uma condi¢do de imunoestimulagdo continua ¢
esperada em ambientes de bioflocos. A abundante e constante presenga de MAMPs na 4gua de
cultivo, como os lipopolissacarideos (LPS) da superficie de bactérias Gram-negativas,
peptidoglicanas (PGN) e acidos lipotecoicos (LTA) da parede de bactérias Gram-positivas, 0s
B-1,3- e B-1,6-glicanas da parede de fungos e as mucinas da superficie dos protozoarios (Figura
5) atuam como “imunoestimulantes” para os animais (BOSSIER; EKASARI, 2017; HICKS et
al., 2000; PILOTTO et al., 2019).
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Figura 5. Principais padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMPs) (fora de escala) presentes nos
sistemas de cultivo em bioflocos
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Figura 5. A presenga abundante de padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMPs), contribuem
para a estimulagdo das defesas humorais e celulares dos camardes. Os principais MAMPs dos invertebrados
sdo peptideoglicanas (PGN) da superficie de bactérias Gram-positivas, lipopolissacarideos (LPS) da
superficie de bactérias Gram-negativas, -1,3-glicanas e B-1,6-glicanas na parede dos fungos e mucinas. Os
MAMPs sdo reconhecidos e unidos aos respectivos PRPs/PRRs (Receptores de Reconhecimento Padrdo) e,
possivelmente, levando a imunoestimulag@o dos animais.

Além dos beneficios nutricionais e na qualidade da 4gua, a comunidade microbiana
que integra o sistema de bioflocos possui um potencial papel probidtico (EMERENCIANO et
al., 2022) e imunoestimulador (PILOTTO et al., 2020) (Figura 6). Alguns estudos demonstram
uma melhora na imunocompeténcia dos camardes cultivados em BFT frente a infec¢des virais
(EKASARI et al., 2014; PILOTTO et al., 2018), bacterianas (AGUILERA-RIVERA et al.,
2019; GUSTILATOV et al., 2022) e também, na estimulagdo nas defesas humorais (IUNES et
al., 2021; PANIGRAHI et al., 2021) e celulares de camardes (CRAB et al., 2010). Apesar
disso, os modos da acdo probidtica dos bioflocos ainda ndo estdo bem elucidados e estudos
mais detalhados merecem ser conduzidos.

Com base no conhecimento atual, pode-se agrupar os principais mecanismos que
agregam uma potencial acdo probidtica dos sistemas de bioflocos (Figura 6), em: (i) presenca
abundante de MAMPs estimulando as defesas humorais e celulares nos camardes (PILOTTO

etal., 2020; PROMTHALE et al., 2019); (ii) competicao bacteriana (patogénicas x comensais)



29

por nutrientes do meio, favorecendo a prevaléncia de bactérias benéficas (CRAB et al., 2010);
e, (iii) inibi¢do do quorum sensing entre bactérias potencialmente patogénicas, como Vibrio

spp., reduzindo a viruléncia no hospedeiro (CRAB et al., 2010; KUMAR et al., 2020).

Figura 6. Algumas respostas do hospedeiro associadas a potencial fungdo probidtica atribuidas a componentes
dos sistemas de bioflocos
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Figura 6. Relados na literatura das principais repostas em crustaceos associadas a potencial a¢do probidtica do
cultivo em bioflocos. Plasticidade da microbiota intestinal: modulagdo positiva na composicdo, diversidade e
abundancia do bacterioma®; Capacidade fagocitica: aumento da capacidade fagocitica pelos hemoécitos®;
Ativacio de espécies reativas de oxigénio (ROIs) e nitrogénio (RNIs): aumento da ativagdo das espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio contra Vibrio parahaemolyticus®; Atividade da fenoloxidase: aumento na
atividade da PO, ¢ altamente estimulada na presenca de PMAPs*Y; Modula¢io na expressio génica do
hospedeiro: a modulagao de genes associados ao sistema imune de crustaceos, podem ser atribuidas a capacidade
do bioflocos de induzir alteragdes na microbiota do hospedeiro®”; Competi¢io bacteriana por nutrientes: entre
espécies de Vibrio spp. e outras bactérias presentes no bioflocos® e Inibi¢io do quorum sensing: a inibigio da
bioluminescéncia via quérum sensing regulada por Vibrio spp., propiciou redugdo da viruléncia no hospedeiro®.
MPILOTTO et al., 2018); @(IUNES et al., 2021); ®(GUSTILATOV et al., 2022); Y(AGUILERA-RIVERA et
al., 2019); O(EKASARI et al., 2014); ©( CARDONA et al., 2015); P(KIM et al., 2014); ®(CRAB et al., 2010).
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Apesar de todos os beneficios acima mencionados, nada se conhece até o momento se
existe alguma alteracdo ou diferenga nas respostas imunologicas associada(s) ao cultivo em
diferentes sistemas de bioflocos, como sistemas quimioautotroficos e heterotréficos. Tendo em
vista essa lacuna no conhecimento, o presente trabalho propos avaliar a imunocompeténcia de
juvenis L. vannamei cultivados em sistemas quimioautotréfico e heterotrofico de bioflocos,
mediante andlises moleculares de expressdo génica do hospedeiro e de bactérias colonizando o
intestino médio e analises hemato-imunoldgicas pela analise de diferentes imunoparametros.
Considerando que estes animais nao podem ser vacinados, os sistemas de produgao podem ser
um aliado no controle para a preveng¢ao de enfermidades na carcinicultura e contribuir para uma
maior produtividade e desenvolvimento do setor aquicola nacional. Os resultados deste estudo
sobre a imunocompeténcia de L. vannamei cultivados em sistemas de produgdo superintensivo
(BFT) em seus diferentes graus de complexidade serdo submetidos para publicacdo na revista

Fish & Shellfish Immunology (F.1. 4,622).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do cultivo de camardes na imunocompeténcia dos juvenis em dois
sistemas de bioflocos com diferentes graus de complexidade, heterotrofico e quimioautotrofico,

sobre a imunocompeténcia de juvenis Litopenaeus vannamei.

1.1.2  Objetivos especificos

a) Avaliar a imunocompeténcia dos animais por meio do hemograma (contagem total
de hemocitos), atividade da fenoloxidase e titulo aglutinante da hemolinfa;

b) Identificar diferencas no perfil transcricional de 53 genes associados ao sistema
imune no intestino médio de camardes cultivados nos dois sistemas de bioflocos;

c) Identificar diferencas no nivel de transcritos 16S rRNA expressos por bactérias
presentes no intestino médio de camardes, associadas ao cultivo em sistema heterotrofico e

quimioautotrofico.
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RESUMO

O uso de medidas profilaticas visando a contencao de doengas nos cultivos e a busca por
ferramentas biotecnoldgicas que aumentem a resisténcia e a imunocompeténcia dos peneideos
sdo fundamentais para a sustentabilidade da carcinicultura. O presente estudo investigou o
efeito de dois diferentes sistemas de cultivos em bioflocos, heterotrofico (BFT.H) e
quimioautotréfico (BFT.Q), sobre o estado imunologico geral de camardes Litopenaeus
vannamei, por meio de andlises bioquimicas (parametros hemato-imunologicos) e moleculares
(expressao de genes associados ao sistema imune no intestino médio). Animais cultivados em
BFT.Q apresentaram melhores condi¢des gerais de imunocompeténcia que os em BFT.H,
possivelmente associado as suas condigdes ambientais mais estaveis. Independentemente do
sistema BFT, camardes cultivados em bioflocos apresentaram maior capacidade aglutinante na
hemolinfa, sugerindo maior capacidade de reconhecer e imobilizar potenciais microrganismos
patogénicos. Enquanto camardes em BFT.Q apresentaram expressdo diferencial de genes
associados as defesas antivirais (LvDICERI1, sistema RNAi) e antimicrobianas (LvPPAE-2
sistema proPO; Litovan STY 1peptideo antimicrobiano com atividade antifingica - stylicina), o
cultivo em BFT.H promoveu aumento no perfil transcricional voltado para defesas contra
bactérias e fungos (Litovan ALF-A). Ademais, o perfil transcricional de 16S rRNA de algumas
das principais comunidades bacterianas de peneideos revelou maior abundancia e viabilidade
dos filos Actinobacteria e Firmicutes no intestino médio de camardes criados em BFT.Q e
BFT.H, respectivamente. Curiosamente, o aumento de Firmicutes esteve associado a picos de
compostos nitrogenados no BFT.H. Em conjunto, estes achados fornecem novas evidéncias
sobre o impacto de diferentes sistemas de BFT sobre a imunocompeténcia e as comunidades
bacterianas do intestino médio dos camardes. Por fim, esses insights podem auxiliar na
compreensdo da interacdo ambiente, imunidade do camarao e microbiota, visando a prevencao

de doengas na carcinicultura.

Palavras-chave: Aquicultura; Aquicultura. BFT; Imunologia; Intestino médio; Peneideo.



34

2.1  INTRODUCAO

A carcinicultura representa um dos setores do agronegdcio que mais crescem no
mundo, compondo a pauta de exportagdo de muitos paises. A produ¢do mundial de peneideos
em 2020, atingiu o recorde de 11,2 milhdes de toneladas, movimentando um valor de mercado
de 81,5 bilhdes de dolares (FAO, 2022). Nos sistemas de produg¢do animal, incluindo a
carcinicultura, nem sempre as praticas de manejo adotadas sdo adequadas e respeitam a
fisiologia dos animais para resultar em satde e crescimento almejados. Fatores estressores que
deprimem o sistema imune dos camardes abrem porta para o estabelecimento de enfermidades
infecciosas que causam perdas econdmicas constituem um dos fatores mais limitantes para a
sustentabilidade da carcinicultura mundial (ASCHE et al., 2021; KOOLOTH VALAPPIL;
STENTIFORD; BASS, 2021). Considerando o cenario atual da carcinicultura mundial ¢ a
importancia da sanidade, ¢ premente a busca por sistemas alternativos de cultivo, compativeis
com as necessidades do século XXI e que congreguem produtividade, biosseguranga e prote¢ao
ao meio ambiente.

Nesse contexto, a tecnologia de cultivo em bioflocos (BFT, Biofloc Technology) ¢
considerada uma alternativa promissora pois ¢ ambientalmente correta (eco-friendly) e adota
medidas de biosseguranga na contencao da entrada de patdégenos no cultivo (EL-SAYED, 2021;
EMERENCIANO et al., 2017a; MOSS et al., 2012). Nos cultivos de bioflocos considera-se que
exista, pelo menos, trés vias que reciclagem os detritos gerados no sistema: as vias
quimioautotrofica e heterotrofica, predominantemente conduzidas por bactérias, e a via
fotoautotrofica, predominantemente conduzida por microalgas além das cianobactérias
(EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006; EMERENCIANO et al., 2017b). As principais
diferencas entre essas vias de reciclagem estd o processo de conversio dos compostos
nitrogenados na 4gua, fonte de carbono utilizada, oxigenag¢do da dgua e a exposicdo a
luminosidade (DAUDA, 2020).

Outro fator relevante a se considerar € que os cultivos em bioflocos sdo considerados
ambientes potencialmente estimuladores dos animais, devido a riqueza de microrganismos ali
presentes e exposicdo constante dos animais aos padrdes moleculares associados a
microrganismos (MAMPs, Microbial-Associated Molecular Patterns) na agua de cultivo
(BOSSIER; EKASARI, 2017; HICKS et al., 2000; PILOTTO et al., 2019). Os modos da agao
probiotica dos bioflocos ainda ndo estdo bem elucidados e maiores estudos devem ser
conduzidos, apesar de haver evidéncias recentes de melhora na imunocompeténcia dos
camardes frente a infecgdes virais (EKASARI et al., 2014; PILOTTO et al., 2018), bacterianas
(AGUILERA-RIVERA et al., 2019; GUSTILATOV et al., 2022), estimulagdo nas defesas
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humorais (IUNES et al., 2021; PANIGRAHI et al., 2021) e celulares (CRAB et al., 2010) nos
camaroes.

Atualmente nosso conhecimento sobre a imunidade de crustaceos ¢ praticamente
restrita a uma imunologia sistémica associada a hemolinfa (KULKARNI et al., 2021) e sabemos
que estes artropodes ndo podem ser vacinados pois possuem apenas sistema imune inato.
Estudos recentes apontam que os crustaceos, a exemplo dos insetos, também possuem uma
imunidade extra-hemocitaria, associada aos epitélios, como aqueles presentes no intestino.
Estudos pioneiros revelaram, por exemplo, a distribuicao de transcritos associados a imunidade
no trato gastrointestinal de L. vannamei submetidos a desafio bacteriano (Silveira et al., 2018).
Assim, varios estudos se seguiram ¢ a sinergia entre a imunidade epitelial e aquela conferida
por hemocitos infiltrantes em camardes peneideos ¢ indicativo da existéncia de uma
comunicagdo entre a imunidade sist€émica (associada a hemolinfa) e a epitelial (intestino
médio). Essa hipotese foi corroborada por (FARIAS et al.,, 2019) que, em definitivo,
comprovaram a participagdo do epitélio intestinal na produgado de efetores imunolégicos como
os peptideos antimicrobianos, pela sintese extra-hemocitaria de stylicina. Além desse,
PILOTTO et al., 2020 que relatam a expressao diferencial de genes e no intestino médio de
camaroes associado a diferentes sistemas de cultivo (BFT e agua verde) . Mais recentemente, a
expressao diferencial e espacial no intestino médio (IM) de camardes foi relatada, onde genes
de diferentes categorias funcionais (defesas antivirais e antimicrobianas, vias de sinalizagao,
homeostasia) foram expressas, sendo a por¢do anterior do IM relatada como um importante
sitio de expressao de moléculas antimicrobianas contra patdgenos que adentram o camarao pela
via oral. Além da identificacdo de 13 genes com expressao exclusiva no intestino médio € ndo
hemocitaria, candidatos a compor uma assinatura transcricional do intestino médio de camardes
associada ao cultivo de bioflocos e a infec¢@o oral pelo WSSV (dados ndo publicados).

Apesar de todos os beneficios acima mencionados, nada se conhece até o0 momento se
existe alguma alteragdo ou diferen¢a nas respostas imunologicas dos peneideos associada(s) ao
tipo de sistema de cultivo em bioflocos, quimioautotrofico e heterotréfico. Assim, o presente
estudo investigou o estado geral de imunocompeténcia de juvenis L. vannamei cultivados em
sistemas quimioautotrdofico e heterotrofico de bioflocos, por meio de analises moleculares de
expressao de genes associados a imunidade do hospedeiro, expressdo génica de alguns
principais grupos bacterianos endobiontes de peneideos e por meio de andlises de
imunoparametros hemato-imunoldgicos. Considerando que estes animais nao podem ser

vacinados, os sistemas de produ¢do podem ser um grande aliado no controle para a prevengao
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de enfermidades na carcinicultura e contribuir para uma maior produtividade e

desenvolvimento do setor aquicola nacional.

22  MATERIAL E METODOS

2.2.1 Animais e delineamento experimental

Camardes Litopenaeus vannamei (3 = 0,5 g) de ambos os sexos e aparentemente
saudaveis foram cultivados por 2,5 meses em dois diferentes sistemas de bioflocos, no
Laboratdrio de Camardes Marinhos (LCM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Os animais foram alocados aleatoriamente em uma das seguintes condi¢des de cultivo: (a)
sistema de bioflocos quimioautotréfico; (b) sistema de bioflocos heterotrofico, e (c) dgua clara
(controle), com uma densidade inicial de estocagem de 300 por m®. Os tanques tiveram aeragao
continua (oxigénio dissolvido > 5 mg. L") e temperatura controlada (29 + 1 °C). Durante o
cultivo, diferentes parametros de qualidade de 4gua foram monitorados, tais como amonia total
(mg. L), nitrito (N-NO2 mg. L), alcalinidade (CaCO3 mg. L), sélidos totais em suspensio
(SST) e salinidade (g. L") e pH. No sistema controle, cultivo em 4gua clara, os parAmetros niio
foram mensurados, uma vez que houve fluxo continuo de dgua do mar filtrada. Os animais
foram alimentados quatro vezes ao dia com ra¢do comercial (Guabi Potimar, 35 % Proteina
Bruta). A relagdo 15 C: 1 N no sistema foi mantida adicionando melago de cana no sistema
heterotréfico; no sistema quimioautotrofico foi adicionado hidréxido de calcio [Ca (OH):]. Os
demais detalhes sobre as condi¢des de cultivo dos animais estdo descritas em (FERREIRA et
al., 2021). Finalizado o periodo de cultivo, 30 animais (10 = 2g) de cada sistema foram
transferidos para o Laboratorio de Imunologia Aplicada a Aquicultura (LIAA, Departamento
de Biologia Celular, Embriologia e Genética, UFSC) e alocados separadamente em tanques de
100L, onde permaneceram em aclimatagdo por 24h (com a dgua de cultivo correspondente),

antes da coleta dos tecidos. O desenho experimental est4 apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Detalhes do desenho experimental.
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Figura 7. Camaroes juvenis Litopenaues vannamei (3 £ 0,5 g) foram cultivados por 2,4 meses em uma das trés
condigdes experimentais: dgua clara (AC), sistema de bioflocos heterotréfico (BFT. H) e sistema de bioflocos
quimioautotrofico (BFT. Q). Apds o cultivo, os animais (10 = 2g) de cada condi¢do experimental tiveram sua
hemolinfa e intestino médio (IM) coletados e agrupados em trés (3) pools de cinco (5) animais. As amostras foram
processadas e, em seguida, realizou-se as analises moleculares (expressdo génica no IM e da comunidade
bacteriana endobionte) e as analises bioquimicas com a hemolinfa [pardmetros hemato-imunolégicos: atividade
da fenoloxidase (PO), concentracdo de proteinas totais (CP), capacidade aglutinante da hemolinfa e contagem total
de hemécitos (CTH)].

2.2.2 Coleta da hemolinfa e preparacio do soro

A hemolinfa foi coletada da regido ventral dos animais (n=72) na forma de 3 pools de
5 animais por condic¢ao de cultivo. Para tal, a regido foi previamente higienizada com etanol
70%, e utilizou-se seringas resfriadas (I ml) com agulha (13 x 0,4 mm) refrigerada (0°C)
contendo ou ndo solucdo anticoagulante MAS (Solu¢do de Alsever Modificada, 336 mM NacCl,
115 mM glicose, 27 mM de sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2), na propor¢ado 1:2 (hemolinfa: MAS).
A hemolinfa coletada em MAS foi acrescida de MAS-formol e utilizada para obtencao dos
hemocitos para uso posterior na Contagem Total de Hemocitos (CTH) (item 2.5). O soro foi
obtido a partir de hemolinfa coletada sem anticoagulante), onde a hemolinfa foi deixada

coagular por 1 hora a 20°C. O coagulo formado foi macerado com bastdo de vidro e a mistura
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centrifugada repetidamente a 6.000 xg por 10 min, a 4 °C. O precipitado foi entdo descartado,
o sobrenadante aliquotado e estocadoa —20 °C, para uso posterior (atividade da fenoloxidase,

concentracdo de proteinas totais e capacidade aglutinante).

2.2.3 Atividade da fenoloxidase (PO) e concentracio de proteinas totais (CP)

A atividade da enzima PO de cada pool de amostras foi avaliada com 50 pL de soro
diluido 15 x em TBS-PO (50 mM Tris, 330 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, pH 7,4)
depositados em microplacas de fundo chato e em presenca de 50 pL de tripsina (1 mg/mL, em
agua ultrapura). Apos 5 min de incubagdo a 20 °C, igual volume do substrato enzimatico L-
DOPA (3 mg. mL!, em 4gua ultrapura) foi adicionado e a formacdo do pigmento vermelho-
coral DOPA-cromo foi quantificada em leitora de microplaca a A= 490 nm (Multileitora Infinite
M200 TECAN), nos tempos 0, 5 ¢ 10 min.

Todos os ensaios foram realizados em quintuplicata. A atividade da PO foi expressa
pela variagdo da absorbancia por minuto por miligrama de proteina, onde uma unidade da
atividade enzimatica corresponde ao aumento de 0,001 na absorbancia por minuto e por
miligrama de proteina (SODERHALL; HALL, 1984).

A concentragao de proteinas totais do soro de cada pool de amostras, foi determinada
pelo método de ensaio do acido bicinconinico, Kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como proteina-padrao. Utilizou-se o
protocolo para microplacas, preconizado pelo fabricante. Para tal, foi utilizado soro diluido
1.000 x e a absorbancia mensurada em leitora de microplacas (Multileitora Infinite M200

TECAN) a A= 520 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas

2.2.4 Capacidade aglutinante da hemolinfa

A titulacdo de lectinas/aglutininas na hemolinfa dos camardes foi avaliada em cada
pool de amostras, utilizando-se 50 pl de soro depositados em microplacas de 96 pocos (fundo
em “U”), sendo serialmente diluido em tampao TBS-Lec (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM
CaCl,, SmM MgCly, pH 7,4). As amostras foram incubadas com igual volume de uma
suspensao de eritrocitos de cao (2%), por 1,5 h a 20 °C, em camera imida e, nos pogos controle,

o soro foi substituido por tampao. O titulo aglutinante natural do soro foi expresso como o
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reciproco da maior dilui¢do ainda capaz de apresentar aglutinagdo. Todos os ensaios foram

realizados em duplicatas.

2.2.5 Contagem total de hemdcitos (CTH)

Aliquotas de 100 pL de hemolinfa em MAS (1: 2 vA) de cada 3 pool de
5 animais/condicdo experimental foi acrescida de mesmo volume de MAS-formol
(concentracdo final 4% formaldeido) e realizada a contagem total de hemoécitos em camara de
Neubauer, utilizando-se o campo de contagem para leucécitos (BECAK; PAULETE, 1976).

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

2.2.6 Coleta e processamento dos intestinos médios (IM)

A disseccao dos IM foi realizada individualmente apos os camardes serem sacrificados
por hipotermia (0 °C por 15 min), lavados em uma solugao Tris-NaCl (10 mM Tris, 330 mM
NaCl, pH 7.4) visando a remocdo do contetdo intestinal e armazenadas em RNAlater™
(Sigma-Aldrich®) a -80 °C, na forma 3 pools de 5 animais/condicdo experimental.
Posteriormente, os pools foram retirados do RNAlater, lavados com Tris-NaCl e macerados em
TRIzol (Thermo Scientific®) (1:10, p/v). Apods centrifugacdo a 12.000 xg por 10 min a 4 °C, o
sobrenadante de cada pool de amostra foi coletado e armazenado a -20 °C, para a etapa de

extracdo de RNA total.

2.2.7 Extracao de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total de cada poo! de amostras foi extraido utilizando o reagente TRIzol
(Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos a extragdo, as
amostras de RNA foram tratadas com DNase I (Thermo Fisher Scientific) a 37°C por 30 min,
visando a elimina¢do de DNA gendmico (gDNA) contaminante. Apos a inativagdo da DNase [
com EDTA 5 mM a 65 °C por 10 min, as amostras foram precipitadas com 0,3 M acetato de
sodio (pH 5,2). A qualidade e a concentragao dos RNAs total extraidos foram determinadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e espectrofotometria, respectivamente.

Para a sintese do DNA complementar (cDNA), 2 pg de RNA total foi reversamente

transcrito (volume final 20 pL), na presenca de 200 U da enzima RevertAid Reverse
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TranscriptaseTM (Thermo Scientific®), 0,5 mM de dNTP Mix (Sinapse®), 20 U da enzima
RiboLockTM RNase Inhibitor (Thermo Scientific®) e 0,5 pg de oligo(dT)12-18 (Bioline®) (para
as analises de expressao génica do hospedeiro) ou 0,5 pg de oligo(dT)i2-18 acrescido de 0,3 pg
de oligonucleotideos Random Primers (Invitrogen) (para as analises de expressdo gé€nica
bacteriana). As amostras foram incubadas a 42 °C por 60 min e a enzima inativada a 65 °C, por
15 min. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20 °C, para utilizagdo posterior das

analises de expressao génica do hospedeiro e bacteriana.

2.2.8 Transcricao reversa seguida por PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

As andlises quantitativas de expressao génica foram realizadas a partir de reagdes de
transcrigdo reversa seguida por PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR), utilizando o
equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific®). Para as
analises de expressdo génica foram escolhidos 56 genes, compreendendo 3 genes de referéncia
e 53 genes pertencentes as diferentes categorias funcionais associadas ao sistema imune de
crustaceos, sendo elas: (i) Peptideos antimicrobianos - PAMs (16 genes), (ii) Vias de
sinalizacdo celular (11genes); (iii) Proteinas de reconhecimento de padrdes moleculares de
patogenos - PRPs (5 genes); (iv) Defesa antiviral (6 genes); (v) Sistema de ativacdo da proPO
(3 genes); (vi) Defesa antioxidante (5 genes) (vii) Homeostasia (3 genes); (viii) Citocinas (2
genes) e (ix) Inibidores de proteases (2 genes). As sequéncias dos iniciadores utilizados estdao
apresentadas no Quadro 1.

As reagdes ocorreram em um volume final de 15 pL, contendo 1 pL de cDNA (diluido
1:20), 0,2 uM de cada iniciador e 7,5 pL. de mix da reacdo (Maxima SYBR Green/Rox qPCR
Master Mix 2x™ (Thermo Fisher Scientific®). Para a amplificacdo, foram utilizadas as
seguintes condic¢des: desnaturacdo a 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a
95 °C por 15 s e hibridizacdo/extensdo a 6 0°C por 1 min. A especificidade das reagdes foi
confirmada pela andlise de curvas de dissociagdo (60-95 °C; 0,3 °C/s), realizada apds as etapas
de amplificagdo. Os valores médios da expressao de trés genes de referéncia (LvEF1a, LvActin
e LvRpS3A) foram utilizados para a normaliza¢do dos dados como anteriormente descrito
(FARIAS et al., 2019). Os valores de expressao relativa foram calculados com base nos valores
de Cq dos genes de interesse em relacao aos valores de Cq da referéncia (ACq = Cq do gene
alvo subtraido do Cq da referéncia). A expressao relativa dos genes alvos (BFT. Q x BFT. H)

foi calibrado com o perfil de expressao de camardes cultivados em AC (4gua clara; grupo
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experimental controle), sendo os niveis de expressdo calculados através da formula 2-24¢4

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As andlises foram realizadas em duplicata.

2.2.9 Quantificacdo absoluta de transcritos bacterianos por RT-qPCR

As analises quantitativas de transcritos bacterianos 16S rRNA foram realizadas a partir
da transcrigdo reversa dos RNAm de cada pool de amostra, seguida por PCR quantitativa em
tempo real (RT-qPCR) (item 2.7). Para isso, utilizou-se plasmideos contendo genes especificos
dos filos Actinobacteria, Bacteriodetes ou Firmicutes, das classes Alphaproteobacteria ou
Gammaproteobacteria e, para o género Vibrio spp. (Quadro 2). Uma curva de calibracdo foi
confeccionada para cada plasmideo (contendo as sequéncias de interesse), compreendendo os
pontos de curva de 10® a 10? plasmideos/uL. Os plasmideos foram quantificados por
espectrofotometria (Nanovue) e, em seguida, calculado o numero de moléculas/uL, seguindo a
constante de Avogadro. Simultaneamente, 1 ul de cDNA (diluido 1:10) de cada pool de IM por
condi¢do experimental foi adicionada na microplaca e a analise realizada em equipamento
StepOnePlusTM Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific®). O volume final de cada
reacdo foi 15 pL, contendo 1 pL. de cDNA, 0,2 uM de cada iniciador (BACCHETTI DE
GREGORIS et al., 2011) e 7,5 pL de Maxima Sybr Green/ROX Master Mix 2x (Thermo
Scientific). Todas as reacdes foram realizadas em triplicatas (curvas de diluicdo) ou duplicatas
(amostras). Para a amplificagdo, foram utilizadas as seguintes condigdes: desnaturagao a 95 °C
por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 15 s e hibridizacdo/extensdo a
60 °C por 1 min. As reagdes foram realizadas no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems) e os valores finais foram calculados no programa StepOne

software v2.3.

2.2.10 Analise estatistica

Os dados obtidos na afericdo dos parametros de qualidade da agua nos sistemas de
bioflocos quimioautotrofico e heterotréfico, foram analisados com o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney (amonia, nitrito e solidos totais em suspensdo) ou paramétrico ¢- Student, para
dados nao-pareados (pH e salinidade). O titulo aglutinante de cada pool de soro, foi previamente
transformado em Log> e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn. Os

demais dados referentes aos parametros hemato-imunoldgicos avaliados (atividade da
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fenoloxidase, concentracdo de proteinas totais € a contagem total de hemocitos) foram
analisados com o teste One-way ANOVA utilizando post-hoc de Tukey.

Diferencas na expressao génica do hospedeiro foram consideradas estatisticamente
significantes com P < 0,05 (cutoff de 2-fold change no nivel de expressdao) usando teste ¢-
Student nao pareado. O programa RefFinder (https://www.heartcure.com.au/reffinder/) foi
utilizado para a escolha da melhor condi¢do de referéncia entre trés genes candidatos: LvRp3A,
LvEF1a e actina LvActin. A escolha foi baseada no célculo do coeficiente de estabilidade dos
genes candidatos utilizando o programa RefFinder, que leva em consideragdo a variagao dos
valores de Cq entre as diferengas amostras. Assim, quanto menor o valor do coeficiente, menor
a variagdo de expressdo do gene de referéncia entre as condigdes experimentais. Para uma
analise mais apurada, foi considerada ainda a média geométrica dos valores de Cq das diferentes
combinagdes dos genes candidatos (VANDESOMPELE et al., 2002). No caso dos transcritos
bacterianos, os valores da expressao foram calculados em numero de copias de rRNA por ng
de RNA total e transformados em Logio, realizando-se testes paramétricos One-way ANOVA
(filo Bacteriodete, género Vibrio spp. e classe Gammaproteobacteria) ou ¢ Student (filo
Actinobacteria) ou o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis (filo Firmicutes e classe
Alfaproteobacteria), utilizando post-hoc de Dunn ou Tukey, para dados ndo paramétricos ou
paramétricos, respectivamente.

Todos os dados obtidos foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk. A escolha dos testes estatisticos foi baseada na normalidade dos dados e nas premissas
dos testes estatisticos (CALLEGARI-JACQUES, 2003). Para a construcdo dos graficos e para
arealizacdo das analises estatisticas, fo1 utilizado o programa GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad
Software, Inc.). O heat map foi gerado wusando o software ClustVis
(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) (METSALU; VILO, 2015). As andlises e as nomenclaturas

utilizadas neste trabalho foram baseadas nas recomendagdes do MIQE guidelines (Minimim
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al.,
2009).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 O perfil da qualidade da Agua demonstrou diferencas entre os sistemas de bioflocos

Diferentes pardmetros de qualidade da 4gua foram avaliados ao longo dos 72 dias de
cultivo de camardes nos dois sistemas de bioflocos (quimioautotrofico e heterotréfico). De uma

forma geral, o ambiente do sistema BFT.Q apresentou um perfil mais estavel dos compostos
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nitrogenados ao longo de todo o cultivo de L. vannamei. A concentragdo média de amonia total
no ambiente BFT.H foi superior (2,33 + 3,65 mg. mL™') aquela registrada no sistema BFT.Q
(0,30 = 0,16 mg. mL™"), que foi mais estavel ao longo do cultivo (Figura 8A). Curiosamente,
um pico foi registrado proximo ao final do cultivo em BFT.H, atingindo valor de 14,52 mg.
mL!. Perfil similar foi encontrado em relagiio ao nitrito dissolvido, que mostrou ser mais estavel
no ambiente BFT.Q, enquanto que em BFT.H registrou-se dois picos de nitrito, nos 39° ¢ 72°
dias de cultivo (Figura 8B). As médias dos outros parametros de qualidade de agua avaliados
[alcalinidade, solidos totais em suspensao (SST), salinidade e pH], nao se alteraram

significativamente, permanecendo semelhantes em ambos os sistemas BFT (Tabela 1).

Figura 8. Variacdo dos niveis de amonia total e nitrito ao longo de um cultivo de juvenis Lifopenaeus vannamei
em dois sistemas de bioflocos.
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Figura 8. Niveis de aménia total (A) e de nitrito (B) na agua de cultivo de camardo em bioflocos, sistema

heterotrofico (BFT.H) e sistema quimioautotrofico (BFT.Q), ao longo de 72 dias de cultivo.
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Tabela 1. Variaveis de parametros de qualidade da 4gua nos sistemas quimioautotréfico e heterotréfico no cultivo
de L. vannamei em bioflocos.

Condi¢des experimentais

Parametros BFT. Q BFT. H
Amdnia Total (mg.L™") 0,30+ 0,16 2,33+ 3,6%
Nitrito (N-NO,- mg.L-1) 0,20 +0,18 1,41 £3,7
Alcalinidade (mg CaCO3.L'1 ) 153 +£243 165,1 £21,8
SST (mgL™) 610 +322,2 637,6 = 373.4
Salinidade (ppm) 37,8 £2,02 37£22
pH 7.9+0,18 7.8+0,15

Tabela 1. Média + desvio padréo das variaveis de qualidade da agua apos 2,5 meses de cultivo experimental de
juvenis de Litopenaeus vannamei em diferentes sistemas [quimioautotréfico (BFT.Q) e heterotréfico (BFT.H)].
*

‘p < 0,05.

2.3.2 Algumas respostas imunolégicas dos camardes foram alteradas em funcio do tipo

de sistema de cultivo em bioflocos

A fim de avaliar diferengas nas repostas imunolédgicas dos camardes relacionado ao
sistema de cultivo em bioflocos, quimioautotrofico e heterotrofico, a atividade da pro-
fenoloxidase (PO) e capacidade aglutinante da hemolinfa foram analisadas como respostas
humorais e, a contagem de hemdcitos totais (CTH), como resposta celular (Figura 9). A média
do nimero de hemocitos circulantes na hemolinfa dos animais cultivados em BFT.Q (48,8 +
4,4 x 10° céls. mL) foi cerca do dobro daquele registrado no grupo BFT. H (18,8 + 1,4 x 10°
céls. mL!) e 1,25 vezes maior que nos animais do grupo controle, em agua clara (39 + 2,1 x
10 céls. mL™"). De maneira interessante, o titulo aglutinante da hemolinfa foi semelhante entre
os camardes independente do sistema de bioflocos [BFT.Q (titulo aglutinante 1536x e 768 x;
Log> = 10+ 0,5); BFT. H (titulo aglutinante 1536x e 3072x; Log> = 11,2 + 0,5)], sendo que
apenas os animais do sistema heterotréfico apresentaram uma capacidade aglutinante superior
aos animais controle [AC (titulo aglutinante 384x e 768x; Log>=9 £ 0,5)] (Figura 9).

Relagdo oposta foi observada na atividade enzimatica da fenoloxidase (PO), com
valores muito baixos nos camardes cultivados em BFT.H (6,6 = 2,6 U/min/mg), quando
comparado aos animais em agua clara, AC (22,26 + 12,2 U/min/mg) que apresentaram maior
atividade da PO. Porém, os animais do BFT.Q (14,9 + 5,1 U/min/mg) apresentaram atividade
semelhante tanto aos animais cultivados em agua clara quanto os animais cultivados no BFT.H.

Em relagdo a concentracdo proteica do soro, valores similares deste imunoparametro foram
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encontrados em camardes cultivados em BFT.Q (174,5 + 13,0 mg. mL') e AC (179,4 + 28,7
mg. mL"). No entanto, os animais cultivados no BFT.H (111,7 + 2,14 mg. mL") apresentaram
uma menor concentracao proteica na hemolinfa que aquela dos animais cultivados em BFT.Q

e grupo controle, AC (Figura 9).

Figura 9. Avaliagdo de diferentes parametros hemato-imunoldgicos em juvenis de Lifopenaeus vannamei apos o
cultivo em sistemas de bioflocos quimioautotréfico e heterotrofico.
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Figura 9. Camardes cultivados por 2,5 meses em sistemas de bioflocos quimioautotrofico (BFT.Q), heterotrofico
(BFT.H), ¢ em agua clara (AC, grupo controle), foram amostrados (n= 3 pools de 5 animais/ tratamento) e
avaliados os seguintes imunoparametros: contagem de hemdcitos totais (CTH), capacidade aglutinante da
hemolinfa (CA), atividade da fenoloxidase (PO) e concentragdo de proteinas totais do soro (CP). As barras
representam a média + desvio padrao. As letras mintsculas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre

0s tratamentos.
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2.3.3 Alguns genes do sistema imune apresentaram expressao diferencial associada ao

tipo de sistema de cultivo em bioflocos

Considerando o conhecimento ainda limitado sobre a imunidade intestinal de
peneideos e ndo sabendo se existem diferencas entre o perfil transcricional em camardes
cultivados em BFT.Q e BFT.H, no presente estudo avaliou-se a expressdo de 53 genes
associados ao sistema imune de L. vamnamei, pertencentes a 9 categorias fisiologicas.
Inicialmente, realizou-se a escolha da melhor condigdo de referéncia para os calculos de
expressao relativa, a partir da expressao dos trés genes candidatos (proteina ribossomal
LvRp3A, LvEF1a e actina LvActin). A condi¢ao que apresentou a menor variagao de expressao
foi a média geométrica dos trés genes em conjunto (LvRp3A, LvEF1la e LvActin; coeficiente

de estabilidade =1), como demonstrado na Figura 10.

Figura 10. Coeficiente de estabilidade dos valores de Cq dos genes e da média geométrica de suas diferentes
combinagdes.
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Figura 10. (I) LvEF1lo, LvRpS3A e LvActin (melhor estabilidade indicada pela seta vermelha) (II)
LvRpS3A e LvActin (III) LvEF1a e LvRpS3A (IV) LvEFla e LvActin (V) LvEFla (VI) LvActin e (VII)
LvRpS3A.

Para uma melhor compreensao, os resultados de expressdo génica serdo apresentados
da seguinte maneira: inicialmente serd apresentada a andlise global da expressdo de genes
associados ao sistema imune no intestino médio (IM) de camardes cultivados em sistema

heterotrofico (BFT. H) e quimioautotréfico (BFT.Q) (Figura 11). Em seguida, sera apresentada
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a andlise dos genes que foram diferencialmente expressos, considerando o perfil transcricional
no IM dos camardes nas condigdes BFT. Q em comparagdo a condicdo BFT.H (Figura 12).
Ademais, serdo apresentadas a expressao quantitativa de transcritos do gene codificante para o
16S rRNA de alguns dos principais grupos bacterianos colonizando o IM dos camardes (filos
Actinobacteria,  Bacteriodetes e  Firmicutes, classes  Alphaproteobacteria e
Gammaproteobacteria e género Vibrio spp.) (Figuras 13 e 14).

Todos os 53 genes associados ao sistema imune avaliados foram expressos no IM dos
camardes, porém em diferentes niveis, denotando uma relagdo com o sistema BFT que o animal
foi cultivado. A anélise revelou ainda que no IM dos animais cultivados no BFT.Q houve uma
tendéncia geral de aumento na expressao de genes de varias categorias, comparado aos animais
em BFT.H, como pode ser constatado pelas células em tons laranjas e avermelhados no heatmap
(Figura 11). Pode-se ressaltar aqui que os genes com maior tendéncia de expressao nos animais

em BFT.Q foram os das categorias de peptideos antimicrobianos, vias de sinalizagdo celular,

proteinas de reconhecimento-padrdo, defesa antiviral e sistema de ativacdo da proPO. Foi

também observado que alguns genes nos animais em BFT.H tiveram uma maior tendéncia de
expressao em relacdo ao BFT.Q, em especial os da categoria de peptideos antimicrobianos e de

defesa antioxidante (Figura 11).
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Figura 11. Analise global da expressdo de genes associados ao sistema imune no intestino médio de Lifopenaeus
vannamei.

BFT.H BFT.Q

Litvan ALF-A ()
Litvan ALF-B )
Litvan ALF-C (O
Litvan ALF-F()
Litvan ALF-G ()
Litvan ALF-E O
ALF 3 cys ()

ALF 4 cys O

Lvan — Stylicin 1)

Lvan — Stylicin 2 O

Litvan PEN1/2 )
Litvan PEN 3
Litvan PEN 4 ()
Carcinin Lv 1)
Carcinin Lv 2 O
Litvan KAM1 )

LyvToll 2 /\
LyToll 3 /\
LvToll4 /\
LvIMD /\
Lv Dorsal /\
Ly STAT /\
Ly HMGBa /\
Lv Relish A
Ly DOME /\
LvJAK /\
Lv TRF6 /\

Ly Gal

Lv Dscam O
LvLGBP O
Ly CTL3 O
LvLec

Lv Dicer 134K
Ly Dicer 2%
Ly Sid 1%

Lv Ago1l *x
Lv Ago 2%
Lv Ars 2%
Ly proPO 1[ ]
Ly proPO 2 |
Ly PPAE 2[ ]
Lv Clot ®

Ly TGI @

Ly TGIT @
Lvsvc1@
Ly IRF@
Ly a2M-2 I
Lv Serpin7 I\
Ly GST+

Ly CAT+

Ly GPx+
LyDUOX 2+
Lv PRDX+

2
1,5
1
0.5
0
-0,5

-1
15




49

; Categorias funcionais N
; I
| H
[ () Peptideos antimicrobianos 4 Defesa antioxidante :
| :
l A Vias de sinalizac¢do celular k Inibidores de proteases :
! Proteinas de reconhecimento de i
= padrdes moleculares @ Homeostasia i
i * Defesa antiviral . Citocinas I
i !
! ]

N l:l Sistema de ativacdo proPO

Figura 11. Heatmap apresentando o perfil transcricional de 53 genes pertencentes a 9 categorias de genes
associados ao sistema imune, no intestino médio de camardes Litopenaeus vannamei cultivados em dois sistemas
de bioflocos (BFT.H: heterotrofico; BFT.Q: quimioautotréfico). O nivel de expressdo relativa dos genes-alvo foi
normalizado com os genes de referéncia (LvEF1la, LvActin e LvRpS3A) e calibrado com os dados do grupo
controle (agua clara), sendo que cada coluna no grafico corresponde a uma expressao da triplicata biologica de
uma condigdo experimental. A intensidade da cor indica a magnitude de expressdo (alta= vermelho; baixa= ),
baseada na escala de cor presente na lateral inferior, a direita do grafico. As células do heatmap nédo apresentam
nenhuma significancia estatistica, mas sim servem de guia para visualizar diferengas na expressdo entre as réplicas

de cada grupo.

Ao considerar a expressao diferencial no intestino médio de camardes cultivados em
diferentes sistemas de BFT, destacaram-se apenas quatro genes; nos animais do sistema
quimioautotrdfico trés genes tiveram expressao superior no IM quando comparado aqueles em
sistema heterotrofico: o peptideo antimicrobiano Litvan STY 1, a endoribonuclease Lv Dicerl
(associado ao sistema antiviral RNAi) e a enzima ativadora da pré-fenoloxidase, Lv PPAE2
(fold change 2,3x, 2,4x e 3,4x, respectivamente). No caso dos animais cultivados no sistema
heterotréfico, um gene apenas apresentou expressdo superior no IM, quando comparado ao
cultivo em sistema quimioautotrofico: o peptideo antimicrobiano Litvan ALF-A (fold change

2,1 x).
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Figura 12. Genes diferencialmente expressos no intestino médio de camardes Lifopenaeus vannamei cultivados
em diferentes sistemas de bioflocos.
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Figura 12. Expressao diferencial de genes relacionados ao sistema imune considerando as comparagdes
entre camardes cultivados em sistema quimioautotréfico (BFT.Q) e animais cultivados em
sistema heterotrofico (BFT. H). Os valores de expressao génica estdo apresentados em fold-

change>2 e p <0,05.

2.3.4 A abundéincia dos transcritos do gene 16S rRNA variou entre as comunidades

bacterianas endobiontes em funcio do sistema de cultivo em bioflocos

Além da expressao de genes no IM do hospedeiro, foi avaliado simultaneamente nas
mesmas amostras, a expressdo de transcritos bacterianos do gene 16S rRNA, utilizando
iniciadores que amplificam regides conservadas especificas dos filos, classes e género
bacterianos de interesse para a carcinicultura (Figura 13). A quantificacio por RT-qPCR
forneceu informagdes combinadas da abundancia e da viabilidade bacterianas no intestino dos
animais, portanto, sendo eficiente para quantificar bactérias intestinais viaveis.

No intestino médio dos camardes cultivados em diferentes ambientes (BFT.Q, BFT.H
e AC) foram encontradas diferengas ao nivel de transcritos 16S rRNA pertencentes aos filos

Actinobacteria e Firmicutes e a classe Alphaproteobacteria (Figura 13). Por outro lado,

nenhuma diferencga foi encontrada na transcri¢ao do 16S rRNA do filo Bacteriodetes, da classe
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Gammaproteobacteria ¢ de representantes do género Vibrio spp (Figura 13). No sistema
quimioautotréfico houve um predominio de expressao de transcritos do filo Actinobacteria,
comparado aos camardes do sistema heterotrofico e em dgua clara. Por outro lado, nos camardes
em sistema heterotréfico os transcritos de Firmicutes foram mais abundantes, quando
comparado aos animais em BFT.Q e AC. Embora os camardes em BFT.Q tenham apresentado
um maior nivel de transcritos da classe Alphaproteobacteria, comparado aos animais controle
(AC), a transcri¢ao foi equivalente aquela dos animais em BFT.H. Surpreendentemente, os
animais em agua clara tiveram a transcricdo do 16S rRNA de Actinobacteria abaixo do limite
de detecgdo da técnica (Figura 13). Resumidamente, o perfil de transcri¢do diferencial do gene
16S rRNA no IM de camardes cultivados nas trés condigOes avaliadas foi: Actinobactéria
(BFT.Q > BFT.H > AC), Firmicutes (BFT.H > BFT.Q = AC) e Alphaproteobacteria (BFT.Q >
AC =BFT.H) (Figura 13).
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Figura 13. Quantificacdo absoluta dos transcritos bacterianos no intestino médio de camardes cultivados em AC

(agua clara), BFT.Q (quimioautotrofico) e BFT. H (heterotrofico).
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Figura 13. Quantificacdo absoluta dos transcritos bacterianos no intestino médio de camardes cultivados foi

realizada por RT-qPCR, utilizando uma curva-padrao derivada de uma diluigdo seriada de plasmideos contendo a

sequéncia do DNA-alvo. Os valores estao expressos numa escala de Logl0 copias do gene bacteriano do RNA

ribossomal 16S / ng RNA total.
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Esses mesmos resultados, quando visualizados em termos de abundancia relativa
percentual de transcritos 16S rRNA, demonstram que foram dois os grupos mais abundantes no
IM dos camardes cultivados em bioflocos (BFT.Q e BFT.H): Gammaproteobacteria e
Bacteriodetes, seguido pela Classe Alphaproteobacteria, e os filos Firmicutes e Actinobacteria
(Figura 14). Os unicos grupos bacterianos que apresentaram diferenca transcricional no IM
dos animais, considerando o tipo de sistema BFT, foram os filos Actinobacteria e Firmicutes.
Nos demais grupos bacterianos avaliados, a transcricdo mostrou-se similar entre eles. Apesar
de nao haver diferengas de transcritos da classe Alphaproteobacteria no IM dos camardes em
BFT, animais cultivados em BFT.Q apresentaram uma maior abundancia relativa (11,24%)

quando comparado aqueles do sistema BFT.H (8,72%) (Figura 14).

Figura 14. Visdo geral da abundancia relativa percentual do nivel de transcritos 16SrRNA especificos para alguns
grupos bacterianos ocorrendo no intestino médio de Litopenaeus vannamei cultivados em diferentes sistemas
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Figura 14. Percentual da abundéncia relativa de transcritos 16S rRNA dos filos Actinobacteria, Firmicutes e
Bacteriodetes e das classes Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria expressos no intestino médio de camardes

cultivados em agua clara (AC), sistema de bioflocos quimioautotrofico (BFT.Q) ou sistema de bioflocos
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heterotrofico (BFT.H). Os valores percentuais correspondem ao niimero de copias de 16S rRNA por ng de RNA

total em Logiode cada grupo.

2.4  DISCUSSSAO

No presente estudo, a imunocompeténcia de camardes L. vannamei cultivados em
diferentes sistemas de BFT [quimiautotrofico (BFT.Q) e heterotrofico (BFT.H)] e dgua clara
(AC) foi avaliada mediante analises hemato-imunolégicas (imunoparametros) e moleculares
(expressao génica do hospedeiro e bactérias endobiontes). Durante o periodo do cultivo (72
dias), diferentes parametros de qualidade de dgua também foram avaliados e sua relacdo com
os resultados obtidos das analises bioquimicas e moleculares serdo aqui discutidos.

De uma forma geral, o ambiente BFT.Q apresentou um perfil mais estavel de
compostos nitrogenados (amonia total e nitrito) que o ambiente BFT.H, no que lhe concerne,
apresentou valores médios superiores, acima dos niveis recomendados (< 1 mg. mL™)
(EMERENCIANO et al., 2017a). Curiosamente, os dois picos pontuais € agudos de amonia
total e nitrito registrados em BFT.H denotam ser este um ambiente mais estressor para os
animais e que de maior instabilidade em comparagdo ao BFT.Q. Resultados similares foram
encontrados em estudos anteriores por outros grupos (FERREIRA et al., 2021; MARTINS et
al., 2020), cujos valores médios de compostos nitrogenados foram inferiores ao longo do
cultivo, quando comparados com sistemas quimioautotrofico e maduro em BFT. Esse perfil
observado em sistemas heterotroficos pode estar relacionado com a redugdo da disponibilidade
do carbono organico no ambiente, que acaba por influenciar negativamente na reducdo da
amonia total nesse sistema (KHANJANI; ALIZADEH; SHARIFINIA, 2021; SERRA et al.,
2015).

O nivel de toxicidade da amdnia total € influenciado pelo pH, salinidade e temperatura
da agua (ZHAO et al., 2020) e, no presente estudo, estes pardmetros se mantiveram em
concentragdes ideais (veja Tabela 1) para cultivos de L. vannamei em sistema de bioflocos
(EMERENCIANO et al., 2017a). Embora a concentracgao de solidos totais em suspensdo (TSS)
nao tenha apresentado diferencas significativas nos sistemas BFT avaliados, a média esteve 1,2
vezes acima do recomendado (< 500 mg.mL™"), podendo esse também ser um fator estressor
para os animais (EMERENCIANO et al., 2017a; SCHVEITZER et al., 2014). Em conjunto, os
dados de pardmetros de qualidade da 4gua sugerem que o sistema BFT.Q apresentou condi¢des
mais propicias para o cultivo de juvenis de L. vannamei, segundo parametros definidos por

(EMERENCIANO et al., 2017a).
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Em relagdo as andlises hemato-imunologicas, nossos achados demonstram que o
cultivo de camardes no sistema heterotrofico de bioflocos esteve relacionado a diminui¢ao do
numero de células imunocompetentes (hemocitos) na circulagio (CTH) dos animais,
comparado aos animais criados em BFT.Q ou em 4gua clara (AC). A diminui¢do de cerca de 2
vezes no hemograma esteve associada a condi¢do ambiental desfavoravel no cultivo BFT.H,
cuja concentragdo de compostos nitrogenados esteve, ao longo do cultivo, acima dos valores
recomendados (EMERENCIANO et al., 2017a). O aumento abrupto da amdnia no final do
cultivo, com concentracio de 14,52 mg. mL! e dois aumentos abruptos do nitrito (4,52 e 14,72
mg. mL") sugerem que a queda no hemograma dos animais em BFT.H possa ter sido devido
as suas condi¢cdes ambientais mais desafiantes. Efetivamente, a diminui¢do do CTH ja foi
relatada em crustaceos expostos a condigdes ambientais estressoras, tais como altas
concentragdes de amonia (LIU et al., 2021b; ZHANG et al., 2018), baixa salinidade (LI; YEH;
CHEN, 2010), baixa temperatura (QIU et al., 2011) ou baixa concentracdo de oxigénio
dissolvido (LE MOULLAC et al., 1998). Em outro estudo, o CTH dos animais criados no
sistema heterotréfico aumentou ao longo do tempo, implicando em um estimulo de producao
ou liberacao de hemocitos, embora os camardes em sistema de agua clara, como no nosso caso,
tenha apresentado CTH maior do que os camardes em sistema heterotrofico, apos 60 dias de
criacao (IUNES et al., 2021). Nesse mesmo estudo, observou-se aumento de grupos bacterianos
no trato digestorio dos camardes, o que pode ter induzido a migracao hemocitaria para a mucosa
intestinal e, assim, reduzindo as células circulantes na hemolinfa (IUNES et al., 2021). Isso
pode também ter acontecido em nosso estudo, contudo faltam evidéncias para comprovar essa
hipotese. Maiores estudos sobre estimulacdo hematopoiética em camardes criados em sistemas
heterotroficos ajudardo a elucidar essa questao.

Os relatos na literatura acerca do status imunologico de camardes cultivados em
diferentes sistemas de bioflocos sdo ainda bastante escassos. Por outro lado, existem alguns
estudos que utilizam andlises imuno-bioquimicas em animais cultivados em sistema de
bioflocos em diferentes condi¢des, considerando: diferentes densidades de estocagem (LIU et
al., 2017), inser¢ao de produtos com a¢do imunoestimulante (ex.: probidticos, cepas bacterianas
especificas e simbioticos) (HUSSAIN et al., 2021; PANIGRAHI et al., 2021), desafios virais
(EKASARI et al., 2014) e bacterianos (GUSTILATOV et al., 2022). Um estudo abordando
analises hemato-bioquimicas (proteina, glicose, colesterol, acilglicerideos, lactato e superoxido
dismutase) em L. vannamei foi realizado por (DE JESUS BECERRA-DORAME et al., 2014),

comparando animais em sistemas autotrdofico e heterotrofico de cultivo em bioflocos.
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Em relagdo a capacidade aglutinante do soro de L. vannamei ndo registramos
diferengas entre os cultivos BFT.H e BFT.Q. Contudo, animais cultivados em ambos sistemas
possuiram maior capacidade aglutinante que os animais na condic¢ao controle (AC). Essa maior
capacidade aglutinante pode estar associada a uma imunoestimulacao continua dos animais em
bioflocos, que representa ambiente rico em diferentes MAMPs. Sabe-se, por exemplo, que as
aglutininas, incluindo diferentes lectinas, sio PRPs que reconhecem e se ligam especificamente
a carboidratos da superficie de diferentes microrganismos, causando sua aglutinagdo
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). At¢ o momento, se conhece sete grupos de
lectinas encontradas em camardes, do tipo -C, -1, -P e -M, galectinas, lectinas de dominio
semelhante ao fibrinogénio e calnexina (JOHNSON et al.,, 2022). Nesse estudo ficou
demonstrado que as aglutininas poderiam estar sendo expressas em maior quantidade nos
animais em BFT, sendo que BFT.Q houve também uma tendéncia de aumento na expressao de
trés genes codificantes para aglutininas (LvGal, LvLec e LvCTL3). Devido a enorme
diversidade de aglutininas/lectinas presentes nos crustaceos, ndo se sabe quais grupos estao
relacionados com o aumento da capacidade aglutinante aqui registrado dos animais cultivados
nos sistemas BFT. Vale ressaltar que mais estudos devem ser realizados pra elucidar quais
foram as aglutininas/lectinas, sua especificidade e funcao.

No presente estudo, os valores de atividade da PO registrados foram em geral baixos,
quando comparados a outros estudos com juvenis L. vannamei (CANTELLI et al., 2019;
PILOTTO et al., 2019). Surpreendentemente, camardes cultivados em ambos sistemas BFT
tiveram atividade da PO bastante inferior aquela dos animais em agua clara, especialmente os
cultivados em BFT.H. Possivelmente o menor nimero de hemocitos circulantes nesses animais
tenha relagdo com a baixa atividade da PO no soro, considerando que as formas zimogénicas
se encontram confinadas nestas células. Semelhante aos nossos achados, Chen e colaboradores
(2012) também relataram redu¢do de ambos hemogramas e atividade da PO em camardes L.
vannamei apds exposi¢do a estresse amoniacal. De maneira geral, nossos resultados de
imunoparametros sinalizam que houve alteragdes importantes na imunidade de camardes
cultivados em BFT.H, possivelmente decorrente da instabilidade ambiental neste sistema e que
animais em BFT.Q apresentaram uma condicdo de imunocompeténcia aparentemente melhor.
Estudos futuros com desafios microbianos poderiam corroborar esta hipotese. Vale ainda
ressaltar que os estudos disponiveis sobre a regulacdo desses imunoparametros sao de dificil
comparagdo com a literatura disponivel, devido as diferengas metodologicas entre os estudos.

Os estudos abordando imunidade em camardes sdo praticamente restritos a imunidade

sist€émica, mediada pelas células imunocompetentes (hemocitos) e pelos efetores/indutores



57

imunoldgicos soluveis no plasma. Entretanto, estudos mais recentes indicam que o epitélio do
intestino médio dos camardes seja possivelmente um importante sitio de expressdo de genes
associados ao sistema imune, considerando ser este tecido uma porta de entrada para patdgenos
(PILOTTO et al., 2018). Assim, a interagao entre o sistema imune, a microbiota endobionte e
o ambiente ¢ fundamental para estimular tanto a imunidade sistémica, quanto a imunidade
intestinal em camardes (PILOTTO et al., 2018).

Com o intuito de melhor conhecer a influéncia dos sistemas de cultivo em bioflocos
sobre a imunidade intestinal, o presente estudo avaliou o perfil de expressao de diferentes genes
no intestino médio de camardes cultivados em BFT.H ¢ BFT.Q. Como resultado relevante,
encontramos uma diferenca no perfil transcricional geral no intestino médio de L. vannamei
associada ao tipo de sistema de cultivo: BFT.Q ou BFT.H. Notavelmente, o nivel de expressao
génica da maioria das categorias funcionais avaliadas foi superior nos animais em BFT.Q
comparado aos em BFT.H, sugerindo novamente uma condi¢do nestes animais de melhor
imunocompeténcia, o que reforca os resultados com os imunoparametros. Os animais no
sistema quimioautotrofico tiveram trés genes com expressao superior no IM, comparado aos
em sistema heterotrofico: o peptideo antimicrobiano Litvan STY1, a endoribonuclease Lv
Dicerl (associado ao sistema antiviral RNAI) e a enzima ativadora da pro-fenoloxidase, Lv
PPAE2 (folds change 2,3x, 2,4x e 3,4x, respectivamente). No caso dos animais cultivados em
sistema heterotrofico, apenas um gene apresentou expressao superior no IM, quando comparado
ao cultivo em sistema quimioautotréfico: o peptideo antimicrobiano, Litvan ALF-A. Sendo
assim, quatro dos 53 genes avaliados tiveram expressao diferencial entre os grupos BFT. Cabe
salientar que os parametros adotados para considerar expressao diferencial entre os grupos,
além da significancia estatistica (p < 0,05), foi a expressao génica igual ou superior a 2. Esse
valor € considerado restritivo por alguns autores, uma vez que o cut off >1,5 ¢ frequentemente
adotado (LIU et al., 2021a; ZHANG; ZHANG; WANG, 2021). Dito isso, podemos concluir
que, baseados nos resultados do heatmap que apresenta uma visdo geral da expressao entre os
grupos calibrados com o controle (em agua clara), um maior nimero de genes poderia ter sido
considerado tendo expressao diferencial se os parametros adotados aqui tivessem sido menos
restritivos. Como previsto, uma variacdo nos niveis de expressdo foi encontrada entre as
réplicas biologicas de uma mesma condi¢ao experimental, indicando o grande polimorfismo
genético associado ao sistema imune dos invertebrados. Esse perfil também foi encontrado
tanto em genes expressos por hemocitos (GONCALVES et al., 2014), quanto no intestino
médio de L. vannamei (PILOTTO et al., 2020) e também, pelos hemocitos da ostra Crassostrea

gigas (ROSA et al., 2012).
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Apo6s o reconhecimento dos MAMPs pelas proteinas de reconhecimento padrdo do
hospedeiro, diversos mecanismos celulares ¢ humorais podem ser ativados (BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2014). Essas defesas antimicrobianas sdo geralmente mediadas por
hemocitos (ROSA; BARRACCO, 2010), mas também por células epiteliais das branquias
(ALENTON et al., 2019) e intestino médio (FARIAS et al., 2019) dos crustaceos. As principais
caracteristicas dos peptideos antimicrobianos (PAMs) s3o a rdpida capacidade inibitéria e
potente contra um amplo espectro de microrganismos, incluindo fungos, leveduras, bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e em alguns casos contra virus e protozoarios (BACHERE et
al., 2004; ROSA; BARRACCO, 2010). Atualmente, cinco familias de AMPs caracterizadas em
hemaocitos sdo reconhecidas em peneideos, sendo elas: peneidinas, crustinas, ALFs (fator anti-
lipopolissacarideos), kammaricinas e as stylicinas (ARGENA, 2020; MATOS; ROSA, 2021).

De forma interessante, a maioria dos peptideos antimicrobianos avaliados nos animais
cultivados em ambos sistemas de BFT apresentaram tendéncia ou diferencas significativas em
sua expressdo. Especialmente animais em BFT.Q, os genes pertencentes as familias PAMs
apresentaram uma tendéncia de aumento, sendo que a expressdo do gene codificante para a
stylicina do tipo 1 (Litvan STY 1) foi superior comparado aos em BFT.H. Esse PAM apresenta
uma forte atividade antifungica contra fungos filamentosos (Fusarium oxysporum) e, em testes
in vitro, se liga a LPS aglutinando bactérias Gram-negativas, tais como Vibrio penaecidae, que
sdo potencialmente patogénica para camardes (ROLLAND et al., 2010). Uma maior expressao
do gene codificante para esse PAM em animais cultivados em BFT.H poderia sugerir que estes
animais estariam mais bem preparados para desafios fingicos e com bactérias Gram-negativas.
Contudo, essa hipotese poderia ser confirmada mediante desafios microbianos. Stylicinas sdo
PAMs constitutivamente expressos pelos hemocitos de camardes, embora recentemente tenha
sido demonstrado que em L. vannamei, as células epiteliais colunares do intestino médio
também produzem essa molécula (FARIAS et al., 2019).

De maneira geral, animais cultivados em sistema BFT.H apresentaram uma expressao
aumentada de genes da familia dos ALFs (categorias A, B, C, F e G) no IM. Contudo, apenas
Litvan ALF-A teve uma expressdo significativamente maior, comparado aos animais em
BFT.Q. ALF-A possui ampla atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungo (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016; MATOS et al., 2018; MATOS;
ROSA, 2021). De maneira interessante, no IM destes mesmos animais (BFT.H) registrou-se
um aumento expressivo de transcritos 16S RNAr do filo Firmicutes que contempla diferentes
bactérias Gram positivas. Indiretamente, poderiamos hipotetizar que a presenca de bactérias

Gram-positivas no IM dos camardes sinalizaria para um aumento na expressao de ALF-A.
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Contudo, estudos mais especificos de identificagdo das bactérias colonizando o IM dos
camardes seriam necessarios.

Nao podemos descartar a outra hipotese que o aumento da expressao do gene Litvan
ALF-A esteja relacionado com a ingestdo constante dos “bioflocos” do sistema BFT
(EMERENCIANO; GAXIOLA; CUZO, 2013), que facilitaria a entrada de bactérias pelo trato
gastrointestinal. Como demonstrado no trabalho de Tepaamordech e colaboradores (2020),
93,35% da abundancia bacteriana total na d4gua do bioflocos foram principalmente dos géneros
Vibrio spp, seguida de Pseudoalteromonas spp, Photobacterium spp, Shewanella spp e
Alteromonas spp. As espécies mais abundantes do género Vibrio, foram V. campbellii, V.
harveyi, V. Jjasicida, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus e V.
vulnifucus (TEPAAMORNDECH et al., 2020). Vale ressaltar, que sdo géneros e espécies
consideradas patdogenos oportunistas, que em situagdes vantajosas podem comprometer a satide
do hospedeiro (MORALES-COVARRUBIAS, 2018). Assim sendo, podemos hipotetizar que a
ingestao constante desses grupos bacterianos no sistema BFT.H podem ter contribuido para
maior expressao da ALF-A nesse sistema.

Como demonstrado em estudos anteriores, o aumento na expressao de Litvan ALF-A
no intestino médio de L. vannamei esteve associado a infeccdo sist€émica por Vibrio harveyi
(SILVEIRA et al., 2018), Vibrio penaeicida ou pelo fungo Fusarium oxysporum (DE LA
VEGA et al., 2008), além de reducdo de 3,4 vezes da expressdao na porcao anterior do intestino
médio apos infecgao oral com 0 WSSV (GAGLIARDI, 2020). Além disso, o gene ALF-A tem
sua expressao muito aumentada (cerca de 6x) em animais cultivados em BFT, comparado aos
cultivos em agua verde (PILOTTO et al., 2020).

Em relacgdo as defesas antivirais, os crustaceos contam principalmente com o sistema
mediado pela interferéncia de RNA (RNAi) (BARTHOLOMAY et al., 2012). Mais uma vez,
animais em BFT.Q demonstraram, no geral, possuir uma expressdao dos genes desta categoria
aumentada; o gene codificante para a endoribonuclease Dicer 1 (Lv Dicer 1) foi 2,4x mais
expresso no IM dos animais no BFT.Q quando comparado aos animais no BFT.H. Em outro
estudo do nosso grupo, o Lv Dicerl também foi mais expresso no IM de camardes cultivados
em agua verde (cultivo tradicional) e sob infec¢do cronica com virus da mionecrose infecciosa
(IMNV), quando comparados a animais saudaveis e cultivados em BFT (PILOTTO et al.,
2020). Além disso, vale ressaltar que camarodes ap6os desafio com TSV (Virus da Sindrome de
Taura) o nivel de expressao da Dicer 1 foi regulado positivamente nos hemocitos, atingindo seu
maximo de expressdo até 24 horas apos infecdo com posterior diminui¢ao, sem haver mudangas

significativas da expressao apds 36 horas de infecgao (YAO et al., 2010).
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Algumas hipoteses foram levantadas para explicar o aumento da expressao do gene
Dicer 1 no intestino médio de camardes cultivados em BFT.Q. Uma delas esta relacionada com
o possivel migragao dos hemocitos para o intestino médio de L. vannamei (SILVEIRA et al.,
2018), aumentando a quantidade de transcritos no IM desses animais, pois se sabe que os
hemocitos apresentam maior quantidade de transcritos de Dicer, quando comparado a outros
tecidos (YAO et al., 2010). Essa migragdo, pode estar relacionada com a dinamica do viroma
intestinal dos camardes. Apesar de poucas informagdes disponiveis, sabe-se que condig¢des
ambientais influenciam na populagdo desses organismos (VAN EYNDE et al., 2020) e
consequentemente podem influenciar na expressao de genes relacionados a atividade antiviral
no hospedeiro. Pois existe uma grande possibilidade de que muitos desses virus presentes no
viroma intestinal sejam patdgenos oportunistas, podendo estar latentes em condi¢des
ambientais favoraveis, mas podem se tornar virulentos em circunstancias menos favoraveis,
como em ambientes aquicolas (VAN EYNDE et al., 2020).

Nos crustaceos, a Dicer 1 esta envolvida ndo apenas com a defesa antiviral mediada
via RNAi, mas também com a maturacdo de microRNAs (miRNAs), uma categoria de
pequenos RNAs ndo codificantes envolvidos na regulacdo da expressdo de varios genes
endogenos. Os miRNAs desempenham papéis importantes na regulagdo endogena de genes ao
nivel pos-transcricional e nas respostas antivirais dos crustaceos (HE; JU; ZHANG, 2015).
Além disso, mostrou-se ter um importante papel no desenvolvimento de camardes (QUISPE
etal., 2016) e de insetos (BIDARI et al., 2022).

Pouco estudos evolvendo o viroma de invertebrados aquéticos sdo encontrados na
literatura. Recentemente em nosso grupo de pesquisa, dados transcritobmicos do intestino médio
revelaram a presenga de um transcrito viral identificado como codificante para uma proteina
anotada como “putative RNA-dependent RNA 43 polymerase” pertencente ao ribovirus
“Wenzhou shrimp virus 8, um virus de RNA ndo associado a patogenicidade (Bernardo Junior,
2021). Seria de grande interesse se aprofundar em estudos sobre os mecanismos de defesa
contra os virus presentes no ambiente (mesmo que nao patogénicos) e sobre a regulacdo génica
envolvendo tanto LvDicer 1 quanto os pré-RNAs e miRNAs em camardes cultivados em
BFT.Q. Ademais, conhecer melhor outros grupos de microrganismos compondo a microbiota
endobionte de camardes cultivados em sistemas de bioflocos, em especialmente o seu viroma,
poderia auxiliar na elucidacao destas questdes.

Outro resultado aqui obtido foi a expressdo majoritaria da categoria funcional do
sistema da proPO no IM dos animais no sistema BFT.Q. Curiosamente, a expressdo do gene

codificante para a enzima ativadora da proPO (PPAE 2) foi superior em camardes do BFT.Q
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comparado aos em BFT.H, indicando uma possivel ativagdo futura desse sistema de defesa. Em
suma, a enzima ativadora da proPO (PPAE) desempenha atividade importante na reacao da
melanizagdo, responsavel por atuar na conversao da proPO em PO, como o proprio nome indica
(AMPARYUP; CHAROENSAPSRI; TASSANAKAJON, 2013). Estudos prévios
demonstraram que, de fato, os genes da cascata proPO possuem uma expressdo elevada no
sistema digestorio de camardes cultivados em BFT (KIM et al., 2014; PANIGRAHI et al.,
2018). Entretanto, como os efetores antimicrobianos dos camardes (PAMs e sistema proPO)
sao produzidos principalmente nos hemocitos, a elevada expressao desses genes pode ser uma
consequéncia de um significante nimero de hemocitos infiltrantes no intestino médio de
camardes cultivados em BFT, especialmente no sistema quimioautotréfico. A importancia de
hemocitos infiltrantes na comunicagdo entre a imunidade sistémica e a imunidade aquela
relacionada ao intestino em camaroes ja foi investigada anteriormente (SILVEIRA et al., 2018).

A quantificagdo absoluta por RT-qPCR ¢ uma metodologia adequada e eficiente para
quantificar bactérias intestinais viaveis por meio da expressao de transcritos bacterianos, sendo
comumente utilizada em andlises com humanos, visando a rapida detec¢do de infeccdes
bacterianas e a tomada de decisdo na escolha de tratamentos para bacterioses intestinais (TSUJIL;
MATSUDA; NOMOTO, 2018). Com base nesta informagdo, realizamos a quantificacao
absoluta de transcritos 16S rRNA bacterianos visando obter informagdes sobre a abundancia e
a viabilidade bacteriana no intestino médio dos camardes de alguns dos principais grupos
bacterianos ocorrendo em peneideos. A escolha dos grupos a serem avaliados foi embasada em
relatos anteriores de maior ocorréncia em peneideos (vide revisao HOLT et al., 2021).

Os grupos bacterianos cuja expressao foi mais abundante no IM dos camardes
cultivados em bioflocos (BFT.Q e BFT.H) foram, em ordem decrescente, pertencentes a classe
Gammaproteobacteria, filo Bacteriodetes, classe Alphaproteobacteria e filos Firmicutes e
Actinobacteria. O perfil de transcri¢ao diferencial do gene 16S rRNA no IM de camardes
cultivados nas trés condi¢des avaliadas foi: Actinobactéria (BFT.Q > BFT.H > AC), Firmicutes
(BFT.H > BFT.Q = AC) e Alphaproteobacteria (BFT.Q > AC = BFT.H). Além destes,
avaliamos a abundancia de transcritos de Vibrio spp., que ndo apresentou expressao diferencial
entre os animais de diferentes condi¢des de cultivo.

Em nosso estudo, o filo Proteobacteria esta representado pelas analises de transcritos
das suas duas maiores e mais diversas classes: Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria
(MADINGA et al., 2016), que juntas apresentaram a maior quantidade de transcritos em todas
os IM das condi¢des de cultivos analisadas. Classicamente, o filo Proteobacteria ¢ descrito

como sendo o mais abundante no intestino médio de L. vannamei (PILOTTO et al., 2018), de



62

L. stylirostris (CARDONA et al., 2016) e de Penaeus monodon, com predominio em todos os
estagios de desenvolvimento dos peneideos (Holt et al., 2021) podendo ainda estar presente em
outros tecidos, como hepatopancreas (CHEN et al., 2017) e branquias (ZHANG et al., 2016).

Curiosamente, este filo compreende varios grupos de bactérias Gram-negativas de
importancia médica e ambiental (MADINGA et al., 2016), capazes de colonizar o trato
digestorio de varios animais, incluindo peneideos. A Gammaproteobacteria ¢ a classe mais
representativa de Proteobacteria, sendo predominante no intestino de adultos saudaveis,
representando cerca de 40% em L. vannamei (XIONG et al., 2017).Esta classe, ¢ composta
principalmente pelas bactérias Vibrio e Photobacterium spp. responsaveis por 70% das
sequéncias isoladas dos intestinos de P. monodon capturados na natureza e cultivados (HOLT
etal., 2021).

Em nosso estudo, Vibrios spp., da familia Vibrionaceae, representaram em média entre
os grupos experimentais 90-97% dos transcritos do filo Gammaproteobacteria presentes no IM
dos animais cultivados. Contudo, Vibrio spp. sdo frequentemente descritos como membros
dominantes que fazem parte do microbioma intestinal de camardes, onde frequentemente
estabelecem um convivio harmonico (HOLT et al., 2021). A capacidade de diversos membros
desse grupo em produzir quitinase explica a colonizagdo em tecidos ricos em quitina, como o
intestino. Pois, a atividade quitinolitica dos vibrios pode resultar em lesdes na carapaca e
cuticula intestinal, acarretando na satude do hospedeiro (SUGITA; ITO, 2006).

O bacterioma intestinal foi recentemente caracterizado em juvenis L. vannamei
cultivados em BFT e 4gua clara e, apds, infectados pelo WSSV (PILOTTO et al., 2018). Nesse
trabalho, Vibrionaceae foi a familia mais abundante nos animais em agua clara quando
comparado aos animais cultivados em bioflocos, com 68,23% e 11,35% das comunidades
bacterianas totais, respectivamente (PILOTTO et al., 2018). J4, em um estudo realizado por
Tepaamorndech e colaboradores (2020), ap6s anélise do bacterioma intestinal de L. vannamei
cultivados em sistema de bioflocos e dgua clara, o Vibrio foi o membro mais dominante no trato
gastrointestinal independente do sistema de cultivo. Assim como observado na agua desse
mesmo cultivo contendo os camardes, onde apds analise metagendmica, a riqueza média do
género Vibrio spp foi de 90,22% da populagdo bacteriana total. Além disso, ao nivel de espécie,
as mais dominantes foram V. campbellii, V. harveyi, V. jasicida, V. alginolyticus,V.
parahaemolyticus € V. vulnifucus (TEPAAMORNDECH et al., 2020). Vale ressaltar que a
maioria dessas bactérias e outras espécies sdo relatadas como patogénicas oportunistas para
peneideos como Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. nigripulchritudo, V.

campbellii, Aeromonas spp. e Pseudomonas spp., pertencentes todos a classe
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Gammaproteobacteria, Candidatus Hepatobacter pertencente a classe Alphaproteobacteria e
Micrococcus spp. pertencente ao filo Actinobacteria e Streptococcus spp. pertencentes ao filo
Firmicutes (MORALES-COVARRUBIAS, 2018).

Vale destacar, que algumas bactérias deste filo sdo responsaveis pela fixacdo de
nitrogénio na agua. Ademais, as bactérias nitrificantes sdo representadas principalmente pelas
classes das Gammaproteobacterias (Nitrococcus spp), Betaproteobacteria (Nitrosomonas spp )
e Alphaprotobacteria (Nitrobacter spp) (MADINGA et al., 2016). De maneira interessante,
pode explicar o aumento de transcritos da classe Alphaprotobacteria, nos IM dos animais no
sistema BFT.Q em comparagdo os animais em sistema de agua clara. Ja que no sistema BFT.Q,
as bactérias do género Nitrobacter spp, sdo as principais responsaveis metabolizar o nitrito em
nitrato no ambiente aquatico, possivelmente influenciando na composi¢ao transcrigao
microbiota dessa classe no intestino desses animais.

Outro filo bastante abundante ¢ majoritariamente de bactérias Gram-negativas sao as
Bacteriodetes (MADINGA et al., 2016), que sdo microrganismos dominantes do
bacterioplanton heterotrofico marinho, frequentemente colonizando particulas macroscopicas
de matéria organica (WOEBKEN et al., 2007). Em nosso estudo, o perfil transcricional de 16S
RNA desse grupo nao foi afetado pelo tipo de sistema de bioflocos. Apesar da menor
abundancia transcricional dos filos Actinobacteria e Firmicutes, estes filos foram os unicos que
apresentaram expressao diferencial do 16S rRNA associado aos sistemas de cultivo em BFT.
O filo Actinobacteria apresentou aumento de transcritos no IM dos camardes em BFT.Q, em
relacdo ao BFT.H e, surpreendentemente, ndo foi detectado em animais AC (perfil BFT.Q >
BFT.H > AC). Esses achados corroboram com relatos recentes sobre a microbiota de L.
vannamei (PILOTTO et al., 2018; ZHANG et al., 2014), onde a presenca desse filo € baixa em
BFT e alta em animais cultivados em agua clara, podendo apresentar abundéancia 8 vezes
superior no IM aos animais em BFT (PILOTTO et al., 2018). De maneira interessante, este
grupo de bactérias abarca algumas das cepas com potencial uso probidtico para a aquicultura e
estdo associadas a efeitos benéficos a microbiota intestinal do camardo L. vannamei (HOLT et
al., 2021). Uma vez colonizado o intestino do hospedeiro, as exoenzimas produzidas pelas
Actinobacterias podem ser Uteis para facilitar a utilizagdo e digestdo do alimento. Além disso,
a microflora colonizada desempenha um papel importante na resisténcia a doengas infecciosas,
produzindo substancias antibacterianas (DAS; WARD; BURKE, 2008). Sao bactérias em sua
maioria inofensivas, contudo o género Micrococcus spp., como sendo relatado como um

patdgeno oportunista (MORALES-COVARRUBIAS, 2018).
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As Firmicutes, sdo bactérias majoritariamente heterotroficas, utilizam como fonte de
energia material organico (celulose, amido, acucares e etc), pelo processo fermentativo
(MADINGA et al., 2016). No IM dos camaroes cultivados em BFT.H o filo de Firmicutes
apresentou a maior abundancia relativa de 16S rRNA. Curiosamente, o aumento desse filo no
IM de L. vannamei foi observado em condi¢des de estresse a amonia (15 mg/L) (DUAN et al.,
2021). Em estudo anterior do nosso grupo, foi observado maior abundancia de Firmicutes no
IM dos animais cultivados em BFT quando comparado aos em agua clara. A familia
Clostridriaceae, pode ter apresentado maior contribui¢ao para esse aumento (PILOTTO et al.,
2018), sendo estas bactérias altamente eficientes na fixa¢ao de nitrogénio (MADINGA et al.,
2016). Uma possivel hipotese para o aumento desse grupo nos animais em BFT.H, esteja
relacionado ao aumento abrupto da amonia e nitrito no final deste cultivo. Por outro lado, essas
bactérias t€ém enorme potencial para serem utilizadas como probidtico na carcinicultura (EL-
SAADONY et al, 2021). As bactérias que compdem esse grupo sao majoritariamente
benéficas, pois produzem enzimas, como amilase (Bacillus spp., Clostridium spp.,) e proteases
(Staphylococcus spp., Bacillus subtilis) que auxilia na inibi¢do do crescimento de patdogenos

oportunistas (EL-SAADONY et al., 2021).

2.5 CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias que as
condi¢des gerais de imunocompeténcia de camardes juvenis Litopenaeus vannamei foi
influenciada pelo tipo de sistema de cultivo em bioflocos, a saber, sistema heterotrofico
(BFT.H) ou quimioautototrofico (BFT.Q). Independentemente do sistema, o cultivo em BFT
promoveu uma melhor habilidade de reconhecimento e imobilizagdo de microrganismos,
evidenciada pela maior capacidade aglutinante na hemolinfa dos camardes. Animais cultivados
em BFT.Q apresentaram, em geral, melhores condi¢des de imunocompeténcia, provavelmente
associadas as condi¢des ambientais mais estaveis no cultivo. O perfil transcricional no intestino
médio de animais em BFT.Q foi notadamente diferencial para genes relacionados as defesas
antivirais (sistema RNAI1) e antimicrobianas (sistema proPO; peptideo antimicrobiano com
atividade antifiingica - stylicina). Além disso, animais em BFT tiveram uma maior quantidade
de células imunocompetentes circulantes na hemolinfa. Ja, o cultivo em BFT.H promoveu um
perfil transcricional nos animais mais voltado para defesas antimicrobianas (peptideo
antimicrobiano ALF-A), notadamente contra bactérias e fungos. Embora diferentes grupos

bacterianos tenham sido identificados no intestino médio dos camardes, o perfil transcricional
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dos principais grupos bacterianos de peneideos foi diferencial e dependente do tipo de sistema
BFT. As bactérias viaveis colonizando o intestino médio dos camardes foram especialmente
pertencentes aos filos Actinobacteria (BFT.Q) e Firmicutes (BFT.H), o tltimo associado a picos
de compostos nitrogenados no cultivo. Em conjunto, nossos achados fornecem evidéncias do
impacto das condigdes de cultivo em BFT tanto sobre a imunocompeténcia dos camardes, como
das comunidades bacterianas endobiontes, além de contribuir com novas informagdes acerca
da relacdo ambiente, imunidade e microbiota, que poderdo auxiliar na prevencao de

enfermidades nos cultivos.
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ANEXOS

Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas anéalises de expressdo

Produto de

Sigla Nome do genes N° GenBank Sequéncia (5- 3") amplificacio (pb)

Genes de Referéncia

. Fw- TGGCTGTGAACAAGATGGACA
LvEFla Elongation factor 1-alpha GU136229 Rw- TTGTAGCCCACCTICTTGACG 103

. . Fw- GGCTTGCTATGGTGTGCTCC
LvRpS3A S3A ribosomal protein BF023924 Rw- TCATGCTCTTGGCTCGCTG 101

. . Fw- CCACGAGACCACCTACAAC
Lv Actin B-actin AF300705 142
Rw- AGCGAGGGCAGTGATTTC
Pepetideos antimicrobianos (AMPs)

. L Fw- GTCTGCCTGGTCTTCTTGG
Litvan PEN1/2 Penaeidin 1/2 Y14925 Rw- GCAGCAATTGCGAGCATCTG 168

Fw- GTCTGCCTGGTCTTCTTGG

Litvan PEN3 Penacidin 3 AF390144 - GCGCTTGTGAGAAGGAAATTC 178
. Fw- GTCTGCCTGGTCTTCTTGG
Litvan PEN4 Penacidin 4 DQ2IT0L . TTGCGGAGGGAATTCCGTAG 321

ALF Group A Ew7l330s  FW- CTGATTGCTCTTGTGCCACG s

Litvan ALF-A Rw- TGACCCATGAACTCCACCTC

Livan ALEB ALF Group B QMBS o AR COATCITOCTG 123
Livan ALF-C ALF Group © FEOSE23S o AGTTTGTICGEOATG00C s
Livan ALFE ALF Grow & FEOGOSSS o CTTCCTCITCCGACAATG 100
Litvan ALF-F ALF Group F K1000049 Evvi égg%g;iéTGECGTTG/SCTGCTGGGC 180
Livan ALEG ALF Group G IS0 AGCAGTAGEAGTCTCAGE 140
Carcinin Ly Carcinin Lv 1 (Grupo 1 Type I Crustin) FE175664 ]F{“:V’ i?g%‘ég?g’::g‘g%’gﬁﬁ c 144

. . Fw- CTGTTAAGATCCTTGAGCCG
Carcinin Lv2 (Grupo 1 Type I Crustin) FE099583 Rw- CCCTCTCACGTGTTTTCAATAG 126

. . Fw- GATGTTCCTGGCGGTGGTC
Litvan KAM1 Kammaricin 1 (short form) GFRP01009775 Rw- GTCCACCGTATTGCTCTACA 134

Carcinin Lv2

. Fw- CACAAGAGTGCCCACCGTG
Stylicin 1 MHIO08957 - ACATTCGCAGTTATGGTAGCC 125

. Fw- CACAAGAGTGCCCACCGTG
Stylicin 2 MHIO08958 - CACACAGGCTGCCGACATAA 151

ALF-like with 3 cysteine residues XM_027362708 Fw- GTGTTCATATCACTGGTCGG 174

Lvan- Stylicinl

Lvan- Stylicin2

Lv ALF-3cys Rw- ATAAGGCATCCAGTCCTTCG
. . . . Fw- TTGCTCGGCATCTTCTTGGG
Lv ALF-4eys ALF-like with 4 cysteine residues XM_027358404 Rw- CACAGGTG GTGCACTGG 126

Via de sinalizacdo celular

Toll receptor 2 INigoga7  Fw- CATGCCTGCAGGACTGTTTA s

Ly Toll 2 Rw- GGCCTGAGGGTAAGGTCTTC
Fw- TCGTACAACCAGCTGACGAG
LvToll 3 Toll receptor 3 INISOG38 . ATACTTCAGGTGGGCCACAG 195
Fw-
Toll receptor 4 KT372179 W |CTTGCTGACTGGGCATTTGG 127
LvToll 4 Rw- TGGCTAGTCGTAATTCCCGC
Tumor necrosis factor receptor (TNFR)- HM581680 Fw- GTCCGTCTTCTAAGTCACTG 178
LvTRAF6 associated factor 6 (TRAF6) Rw- CTCATTTCCGTTAGCTGAGC
. Fw- AAGGTCGAGGTCAGCGAAC
LvIMD Immune deficiency (Imd) FJ592176 Rw- GATCATCTGGGTGAGTCTGG 192
. Fw- TCACTGTTGACCCACCTTAC
Ly Dorsal Dorsal (Rel/NF-kB transcription factor) FJ998202 Rw- GAGGGCATCTTCAACATCAC 164
Signal Transducer and Activator of HQ228176 Fw- CATGGCTCTGGCAGATAAGC 107
LvSTAT Transcription (STAT) Rw- GCATCTGCTGGTCTCTCTTC
. Fw- TGCTGTTCCGACTGCGTTTC
LvJAK Janus Kinase (JAK ) KP310034 b v GAATTTCGTTGGCGTGGAAG 17
Fw- CTCAGGCTATGTTTCTCAGGATTCA
Ly DOME JAK/STAT pathway receptor Domeless KC346866 Rw- CACGGCAGTTCCTTTATGGTCT 147
. - Fw- CTACATTCTGCCCTTGACTCTGG
Ly Relish Relish (Rel/NF-kB transcription factor) EF432734 Rw- GGCTGGCAAGTCGTTCTCG 124
. . Fw- GGATGAGAAGGTCAAGTACG
Ly HMGBa High-mobility group (HMGBa) HQ228174 Rw- TCCTCGTCGTCTTCCTCTC 186
Protei der heci de padrdes moleculares (PRPs)
. . Fw- ACCGCAGCATCAGTTATACC
LvLGBP Lipopolysaccharide (LGBP) EU102286 Rw- GTCATCGCCCTTCCAGTTG 77
. Fw- AATGCTTTCACACGAGCAGC
LvGal Galectin KFIT9I03 R GTCTTCAATCCAGACACAGG 7
. Fw- ACAGGTCTTGTCGACACTTC
LvLec C-type lectin EFS83939  Rw- TGTCTTGCCAAGTGTAGGTG 187
. Fw- ATGTTCTTCGTGCTCCTGCTGT
Lv CTL3 Cotype lectin 3 KFIS6943 R GCAGTGGTCGTAAATGTTGTG 120

Down syndrome cell adhesion molecule GQ154653 Fw- AGGTGGACAATCCGTGGTG 160

LvDscam Rw- GGAGTGTATGTGTGACTGTG

78

Referéncia

De la Vega et al., 2008
De la Vega et al., 2008

Wang et al., 2007

Goncalves et al., 2014
Goncalves et al., 2014
Goncalves et al., 2014
Rosaetal., 2013
Rosaetal., 2013
Rosa et al., 2013
Matos et al., 2018
Matos et al., 2018
Matos et al., 2018
Vieira, 2016
Vieira, 2016
Argenta, 2020
Goncalves et al., 2014
Goncalves et al., 2014
Matos, 2022

Matos, 2022

Wang et al., 2012

Wang et al.,2012
Lietal.2018

Goncalves et al., 2014
Goncalves et al., 2014
Goncalves et al., 2014
Goncalves et al., 2014
Song et al., 2015
Yanetal., 2015
Hou et al., 2014

Goncalves et al., 2014

Wang et al., 2007
Silveira, 2016
Zhang et al., 2009
Liuetal., 2014

Goncalves et al., 2014



Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de

(continuagdo)
Defesa antiviral
LvDerl Dicer-1
LvDer2 Dicer-2
LvAgol Argonaute 1
Al 2
LvAgo2 rgonaute
LvSidl Sid-1
Arsenite-resistance protein 2-like protein
Lv Ars2 (Ars2)

Sistema de Ativacdo da ProPO

Prophenoloxidase 1 (proPO-1)

LvproPO1

Ly proPO2 Prophenoloxidase 2 (proPO-2)
Prophenoloxidase-activating enzyme 2

LvPPAE2 (PPAE2)

Defesa antioxidante

Glutathione S-transferase (GST mu-class)

Lv GST
Lv CAT Catalase (CAT)
Lv GPx Glutathione peroxidase (GPx)
Ly DUOX 2 Duol oxidase 2 (DUOX2)
Ly PRDX Peroxiredoxin (PRDX)
Homeostasia
Ly Clot Hemolymph clottable protein
Ly TGI Transglutaminase I
Ly TGII Transglutaminase 11
Citocinas
Single von Willebrand factor type C domain
LvSVCI1 protein 1 (SVC1)
IvIRF Interferon regulatory factor (IRF)

Inibidores de proteases

Lva2M-2

Lv Serpin 7 Serine proteinase inhibitor 7 (Serpin type)

Alpha2-macroglobulin (Banco LIAA = a2M-2)

EU676241

HQ541163
HM234689
HM234690
HM234688

HQ692888

EU284136
EU373096

FE090793

AYS573381

AYS518322

AY973252
HAAWO01014722

GQY95702

DQ984182
EF081004

EU164849

HQ541158

KM277954

DQY88330

FE082181

Fw- CCGGAGATAGAACGGTTCAGTG
Rw- CGATAATTCCTCCCAACACCTG
Fw- AGGAAATGCAATGTCGTGGTT
Rw- ACGAGCCCTCCCCCTAGATT

Fw- TGCGTCATTTGCCATCCAT

Rw- GCCATCTGGAGCGGAGAAG

Fw- GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG
Rw- TGCGCACGACCATCACTAAG

Fw- GAAGCGATTGGCAGTCTATGAAC
Rw- TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG
Fw- GCCATTTATTTTGGGAGAGGAC
Rw- CTGTAACTCCATCTGTTCCTCTGAC

Fw- CGGTGACAAAGTTCCTCTTC
Rw- GCAGGTCGCCGTAGTAAG
Fw- GCGGAATGACTTTGGTCTCG
Rw- AAGTGACGTCATCGGAGAGG
Fw- TCAGCAGGATTTGTGTTGCC
Rw- GTCTCAGTGAAGCCCCATC

Fw- CACCTACGAACACTACGAAC
Rw- GGTTCTTGAAGCCGTCGAG
Fw- CATCCTTCATTCACACGCAG
Rw- CTTGATGCCTTGGTCCGTC
Fw- AGAGTTCGGCGACAAGCTG
Rw- TCGGTAGTGTTCTCCTGGTG
Fw- TCCGCAAATCTACATGGACG
Rw- ATGTTCCTCTTGTCGGCTGC
Fw- ACGGACAGTTCAAGGAGATC
Rw- GAATTCCTCAACACGGTCAG

Fw- ACCAAGGTCGTCTCATTCAC
Rw- TGTCCACTTCCAGGGTGTC

Fw- GAGCTTCAAGATCGAGGATCGA
Rw- GCTGGTGTTCGTAGCGGTTATC
Fw- GCCCGAGGACAGGGAAA

Rw- GCGGTGGTCAGTGAATCCA

Fw- TGCCAACCTAGCTGAGCTTCA
Rw- CCATCAGGGCACACGTATTTG
Fw- ACGCTGCCCTCTTTCGCTAC
Rw- ACGCTGTGAACCTGAAGTATCG

Fw- TGCAGGTTCTAGTGTGGTAC
Rw- CACCCAGGTAGTCGATGAC

Fw- GCAACAACGCCTATACCTTC
Rw- TCTCTGAAGTTGACCCTCTC

79

expressdo génica

176 Yao etal., 2010

78 Chen et al., 2011
65 Labreuche et al., 2010
62 Labreuche et al., 2010
63 Labreuche et al., 2010
115 Chen et al., 2012
122 Wang et al., 2007
137 Goncalves et al., 2014
107 Goncalves et al., 2014
194 Goncalves et al., 2014
245 Goncalves et al., 2014
72 Goncalves et al., 2014
258 Xue et al., 2013
131 Goncalves et al., 2014
172 Goncalves et al., 2014
79 Yeh et al., 2009

75 Yehetal., 2013

81 Chen et al., 2011
162 Rosaetal., 2013
261 Goncalves et al., 2014
118 Liuetal., 2015

Quadro 2. Pares de base das sequéncias inseridas nos plasmideos (insertos) e do vetor correspondente para cada

rupo bacteriano analisado.

Grupos Bacterianos Vetor (pb)
a-proteobacteria 3929
y-proteobacteria 3929

Bacteroidetes 3929
Firmicutes 3929
Actinobacteria 3929
Vibrio spp. 3929

Inserto (pb) | Total (pb)
1358 5287
1916 5845
1375 5304
1410 5339
1396 5325
1916 5845

GenBank

NR 117256
NR_ 119060
CP010274
NR_025922
AB027536
NR_119060
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