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RESUMO

No Brasil, a captura comercial de lagostas iniciou na década 1950 e, atualmente, esse setor da
pesca marinha ainda apresenta relevancia socioecondomica, principalmente em cidades
costeiras. Esse crustaceo tem um mercado externo alcancando valores significativos o que
explica seu papel na balanga comercial brasileira. A literatura a respeito das populacdes de
lagostas espinhosas brasileiras costuma se concentrar apenas em parametros ligados a captura
e ao ciclo de vida, porém, aspectos relevantes da biologia das lagostas, como as enfermidades
a que estdo expostas e sua microbiota tém sido menos estudados. Ndo ha informacdes sobre o
microbioma natural das lagostas de ocorréncia na costa brasileira e a diminui¢ao dos estoques
de lagostas sempre esteve associada a sobre-explotacdao desse recurso. Sendo assim, o
objetivo desta pesquisa foi quantificar, avaliar, identificar e caracterizar a microbiota
bacteriana (do intestino, do hepatopancreas e da hemolinfa) de lagostas espinhosas exploradas
pela industria pesqueira cearense, a fim de verificar a ocorréncia de variagdes na microbiota
bacteriana nos diferentes estratos anatomicos das lagostas e entre duas espécies desse
crustaceo. Para o desenvolvimento do presente estudo, foram realizadas coletas na
comunidade da praia de Redonda, situada no municipio de Icapui - Fortaleza/CE. Foram
coletados vinte individuos, dez deles pertencentes a espécie Panulirus argus e o restante a
espécie Panulirus laevicauda. Os animais foram sacrificados e dissecados para acesso a
microbiota por meio de técnicas de cultivo bacteriano convencionais. Os isolados bacterianos
foram submetidos a testes de caracterizacdo morfologica, bioquimica e enzimatica e posterior
identificagdo por técnicas de biologia molecular. Os resultados demonstraram diferenca
quantitativa nos grupos bacterianos cultivaveis da microbiota das lagostas havendo
abundancia com nimeros maiores registrados nas lagostas verdes. A hemolinfa estava entre
os estratos com menor abundancia de bactérias. Ao comparar a contagem total de
microrganismos nas lagostas estudadas constatou-se ndo haver diferenca significativa na
abundancia de Vibrio, mostrando que esse género possuia abundancia relativa semelhante em
lagostas vermelhas e verdes. Do total de Bactérias Heterotréficas Cultivaveis (BHCs), 96,5%
eram bastonetes, Gram negativos. Ao investigar a producdo de biofilme nas BHCs, foi
perceptivel a dominancia de microrganismos com capacidade de produzir exopolissacarideos
(81%). Apesar da microbiota das duas espécies de lagosta demonstrarem capacidade de
hidrolisar proteases, observou-se que a microbiota das lagostas P. laevicauda possui uma
maior prevaléncia de bactérias produtoras de caseinase em relacdao a P. argus. O género

Vibrio foi onipresente nas duas espécies. Quinze amostras foram identificadas



genotipicamente a nivel de género, evidenciando a presenca dos géneros Bacillus,
Enterobacter, Photobacterium, Pseudomonas, Shewanella e Vibrio. A microbiota bacteriana
cultivavel das lagostas espinhosas de ocorréncia no litoral cearense, Panulirus argus (lagosta
vermelha) e Panulirus laevicauda (lagosta verde), podem divergir em abundancia e
diversidade. Os géneros Pseudomonas, Vibrio e Bacillus demonstram potencial
biotecnolégico para uso probidtico ao expressara uma diversidade de atividades de enzimas
digestivas e producdo de exopolissacarideos. Essa pesquisa apresenta pela primeira vez
resultados a respeito do microbioma de diferentes estratos das espécies Panulirus argus e
Panulirus laevicauda, duas espécies de lagostas de extrema importancia ecoldgica e

econdmica para o litoral cearense.

Palavras-chave: microbioma intestinal; identificacdo bacteriana; crustaceos; atividade

enzimatica; hemolinfa.



ABSTRACT

In Brazil, the commercial capture of lobsters began in the 1950s and, currently, this marine
fishing sector still has socioeconomic relevance, especially in coastal cities. This crustacean
has an external market reaching significant values, which explains its role in the Brazilian
trade balance. The literature regarding Brazilian spiny lobster populations tends to focus only
on parameters linked to capture and life cycle, however, relevant aspects of lobster biology,
such as the diseases to which they are exposed and their microbiota, have been less studied.
There is no information about the natural microbiome of lobsters found on the Brazilian coast
and the decline in lobster stocks has always been associated with the overexploitation of this
resource. Therefore, the objective of this research was to quantify, evaluate, identify and
characterize the bacterial microbiota (in the intestine, hepatopancreas and hemolymph) of
spiny lobsters exploited by the Ceara fishing industry, in order to verify the occurrence of
variations in the bacterial microbiota in the different anatomical strata of lobsters and between
two species of this crustacean. For the development of the present study, collections were
carried out in the community of Redonda beach, located in the municipality of Icapui -
Fortaleza/CE. Twenty individuals were collected, ten of them belonging to the species
Panulirus argus and the rest belonging to the species Panulirus laevicauda. The animals were
sacrificed and dissected to access the microbiota using conventional bacterial cultivation
techniques. The bacterial isolates were subjected to morphological, biochemical and
enzymatic characterization tests and subsequent identification using molecular biology
techniques. The results demonstrated a quantitative difference in the cultivable bacterial
groups of the lobster microbiota, with higher numbers recorded in green lobsters. The
hemolymph was among the strata with the lowest abundance of bacteria. When comparing the
total count of microorganisms in the lobsters studied, it was found that there was no
significant difference in the abundance of Vibrio, showing that this genus had similar relative
abundance in red and green lobsters. Of the total Cultivable Heterotrophic Bacteria (BHCs),
96.5% were Gram negative rods. When investigating biofilm production in BHCs, the
hegemony of microorganisms with the capacity to produce exopolysaccharides (81%) was
noticeable. Although the microbiota of both lobster species demonstrate the ability to
hydrolyze proteases, it was observed that the microbiota of P. laevicauda lobsters has a higher
prevalence of caseinase-producing bacteria in relation to P. argus. The genus Vibrio was
ubiquitous in both species. Fifteen samples were genotypically identified at the genus level,

showing the presence of the genera Bacillus, Enterobacter, Photobacterium, Pseudomonas,



Shewanella and Vibrio. The cultivable bacterial microbiota of spiny lobsters found on the
coast of Ceard, Panulirus argus (red lobster) and Panulirus laevicauda (green lobster), may
differ in abundance and diversity. The genera Pseudomonas, Vibrio and Bacillus demonstrate
biotechnological potential for probiotic use by expressing a diversity of digestive enzyme
activities and exopolysaccharide production. This research presents for the first time results
regarding the microbiome of different strata of the species Panulirus argus and Panulirus
laevicauda, two species of lobsters of extreme ecological and economic importance for the

coast of Ceara.

Keywords: intestinal microbiome; bacterial identification; crustaceans; enzymatic activity;

hemolymph.
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1 INTRODUCAO

A atividade pesqueira tem um importante papel economico na nutricao mundial, como
fonte de proteina, renda e subsisténcia de iniimeras comunidades litordneas e ribeirinhas. Sendo,
portanto, um ramo responsavel por fornecer satide e seguranca alimentar para bilhdes de individuos
no mundo (FAO, 2016; 2022). Atualmente, a pesca tem a missdao de contribuir para o alcance do
objetivo niamero dois dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) — “Fome Zero”. (FAO,
2022).

No Brasil, a pesca extrativista é considerada uma importante atividade econdmica,
principalmente, no que se refere a producdo de alimentos (CRUZ, 2011). Sendo realizada no mar
territorial, na plataforma continental, zona economica exclusiva (ZEE) e em zonas de alto mar
(pesca marinha), além de ser desenvolvida em ecossistemas como baias, estuarios, manguezais e
lagoas (pesca continental) (VASCONCELOS; DIEGUES; SALES, 2007; MPA, 2011).

O nordeste brasileiro, de forma geral, possui uma cadeia produtiva pesqueira
caracterizada pela dominancia da pesca artesanal, voltada para espécies de alto valor comercial.
Sendo desenvolvida, principalmente, por trés modalidades distintas: linhas, redes e armadilhas. A
pescaria utilizando linha é empregada nas capturas de peixes das familias Sciaenidae (pescadas) e
Lutjanidae (cioba e pargo), as redes sdao usadas especialmente na captura de camardes da familia
Peneidae (camardo branco e camardo rosa), e as armadilhas para apreensao de lagostas da familia
Palinuridae (lagosta vermelha e lagosta verde). Essas atividades pesqueiras sdo desempenhadas, em
especial, nos Estados do Piaui, Bahia e Ceara (LUCENA-FREDOU etal., 2021).

Além disso, essa regido possui uma estreita plataforma continental, sofre forte
influéncia da corrente ocednica do Brasil, pobre em nutrientes e com temperaturas elevadas,
aspectos que contribuem para a formacdo de fundos rochosos. Em suma, essas areas ficam
localizadas na provincia sedimentar central, abundante em sedimentos biogénicos compostos por
carbonato de calcio, caracteristicas essenciais para habitats de lagostas (FONTELES-FILHO,
2011).

Assim sendo, na regido nordeste do Brasil ocorrem em abundancia as lagostas
Panulirus argus (lagosta vermelha) e Panulirus laevicauda (lagosta verde), e estes recursos
pesqueiros apresentam destaque devido a sua grande importancia econdmica. Entres os principais
produtores de lagostas tem-se os estados do Ceara e do Rio Grande do Norte (FONTELES-FILHO;
GUIMARAES, 2000; LUCENA-FREDOU et al., 2021).
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A literatura a respeito das populacdes de lagostas espinhosas brasileiras costuma
se concentrar apenas em parametros ligados a captura e ao ciclo de vida (OLIVEIRA, 2018;
DUARTE et al., 2011). Porém, aspectos relevantes da biologia das lagostas, como as
enfermidades a que estdo expostas e qual o seu impacto sobre a producdo, perfil enzimatico
da sua microbiota e seu papel na saide desses individuos tém sido menos estudados. Diversas
enfermidades de etiologia viral ja foram identificadas em crustaceos, entretanto, as mais
estudadas sdo aquelas que afetam o camarao marinho (FLEGEL, 2012).

Doencas sdao os resultados do desequilibrio entre o meio, o patdégeno e o
hospedeiro, isto pode ser observado quando a microbiota do hospedeiro esta em desarmonia
com seu habitat (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000). Podemos observar que microrganismos
benéficos, comensais e patogénicos constituem grande parte da microbiota intestinal dos
organismos (STECHER; HARDT, 2011). Dentre esses, as bactérias fazem parte dos
principais microrganismos encontrados no intestino de invertebrados aquaticos (TZUC et al.,
2014).

O sistema digestivo de lagostas é composto por trés porcoes: intestino anterior,
intestino médio e intestino posterior. O intestino anterior é formado pelo es6fago, o cardiaco e
o estomago pilorico; o intestino médio inclui o hepatopancreas e termina no sexto segmento
abdominal, ja o intestino posterior tem inicio apés o intestino médio, terminando no anus. A
assimilacdo alimentar acontece principalmente na porcao superior do intestino médio, por
meio da excrecdo de enzimas oriundas do hepatopancreas (YONGE, 1924).

O hepatopancreas desempenha uma diversidade de funcgoes, dentre elas, podem
ser citadas: sintese e secrecdo de enzimas digestivas, absorcdo e armazenamento de nutrientes
e liberacdo de reservas armazenadas durante o periodo intermuda (CECCALDI, 1989;
VOGT, 2002). Esse orgao pode secretar trés classes principais de enzimas digestivas:
proteases, lipases e carboidrases (BROWN, 1995; HAMMER et al., 2000; FIGUEIREDO et
al., 2001). Além disso, essas enzimas podem agir contra alguns patégenos, agindo como
agentes antibiofilmes. As proteases e lipases, por exemplo, sdo capazes de hidrolisar o
biofilme bacteriano. J& que a producdo do biofilme é uma fase primaria importante para o
ataque patogénico e é composto principalmente por exopolissacarideos, proteinas, lipidios, e
outras macromoléculas (KALPANA et al., 2012; ESAKKIRAJ et al., 2016).

A microbiota bacteriana intestinal é composta por um conjunto de
microrganismos que possuem interacOes complexas com o individuo que a hospeda
(ZOKAEIFAR et al., 2012). Essas bactérias colaboram na realizacdo da nutricdo e coopera

para a boa saide do hospedeiro, combatendo a colonizacdo de patdégenos oportunistas e
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ajudando na manutenc¢do do sistema imune de espécies de crustaceos cultivados e selvagens,
assegurando um maior crescimento e aumento na taxa de sobrevivéncia (DANIELS et al.,
2010; LAWLEY; WALKER, 2013; RUNGRASSAMEE et al., 2016). Por outro lado,
mudancas estruturais nessas comunidades bacterianas podem ocasionar diversos processos
fisiopatologicos (KAMO et al., 2017; LEZUTEKONG et al., 2018).

As bactérias da hemolinfa dos crustaceos podem atuar de forma positiva na saide
do hospedeiro, modulando a resposta imune, gerando substancias antimicrobianas e
combatendo os patégenos (WANG; WANG, 2015). No entanto, o estresse ocasionado por
alteracOes na temperatura pode causar disbiose, ou seja, o desequilibrio nas comunidades
microbianas da hemolinfa, levando a proliferacdio e ao aumento da carga bacteriana
(septicemia) (SCOTT; THUNE, 1986). Portanto, manter o equilibrio da microbiota intestinal,
do hepatopancreas e da hemolinfa é de suma importancia para a manutencdo da saide do

hospedeiro (OOI et al., 2019).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Atividade pesqueira no Brasil

O Brasil é o pais que tem a maior linha de costa do Oceano Atlantico Sul, com
aproximadamente 8.500 km de extensdo. As condi¢des oceanograficas dessa costa fazem com
que haja o predominio de aguas quentes, o que resulta em baixas produtividades primarias,
consequentemente, baixa abundancia relativa de recursos pesqueiros (STOCK et al., 2017).

VariagOes regionais na produtividade, elevada diversidade de espécies e
ecossistemas diversos sdo elementos que moldam as caracteristicas da pesca no Brasil,
fazendo dessa atividades uma segmento de grande heterogeneidade e complexidade (DIAS
NETO; DIAS, 2015).

Na regidao Norte do pais, o estuario do Rio Amazonas proporciona aguas ricas em
nutrientes, o que sustenta pescarias importantes, como pesca de camarado, bagres amazonicos e
dourados. No Sul e Sudeste, de outro modo, as aguas frias e mais produtivas facilitam a
producdo em maior escala de espécies de peixes pelagicos, como sardinha-verdadeira e peixes
demersais, como corvinas e pescadas, além da pesca de camardao. Em suma, a costa do
Nordeste é banhada por aguas equatoriais, possuindo capacidade produtiva modesta
estimulada primordialmente por recifes de corais e ecossistemas manguezais. Nessa regido, a
pescaria é majoritariamente artesanal, tendo como principais recursos explorados peixes
recifais, lagostas e em dguas mais profundas, peixes pelagicos (DIAS NETO; DIAS, 2015).

Estima-se que a producdo da pesca marinha do pais é de aproximadamente 500
mil toneladas por ano. Os tultimos dados publicados pela FAO mostram que foram produzidas
mais de 489 mil toneladas de pescado, no periodo de 2017-2018. Tornando o Brasil como
trigésimo terceiro maior produtor pesqueiro de captura marinha do mundo (OCEANA, 2020;

FAO, 2018).

2.2 Exploracao de lagosta no Brasil

No Brasil, na década de 1950 deu inicio a captura, com perfil comercial, de
lagosta e, desde entdo essa pescaria, apresenta relevancia socioeconomica, principalmente em
cidades costeiras (BRASIL, 2008). Esse crustaceo é considerado um recurso pesqueiro de
suma importancia para a exportacao brasileira, sendo apontado como o mais valioso da regiao

Nordeste, com representacdao de 30% das exportacoes de produtos marinhos, com valores de
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movimentacdo entre 60 e 90 milhdes de ddlares (SANTOS, 2019). A pesca desses individuos
ocorre desde o estado do Amapa até o estado do Espirito Santo, proporcionando emprego e
renda em todo pais (SANTANA et al., 2015). Mesmo sendo capturadas ao longo de todo o
Nordeste, 80% dos desembarques sao realizados nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte
(MELO et al., 2021).

Dados estatisticos sobre a pescaria de lagosta brasileira sdo falhos, pois o
preenchimento dos mapas de bordo sao realizados ainda manualmente nas superintendéncias
federais de pesca e aquicultura. No entanto, registros do comércio exterior relatam que o pais
exportou 1,6 mil toneladas no ano de 2020, 1,49 mil toneladas em 2021 e mil toneladas em
2022 (BRASIL, 2023).

De acordo com dados gerais de exportacao do COMEX STAT, a regido Nordeste
possui maior producdo de lagosta e o estado do Ceara é o principal produtor e exportador
desse recurso pesqueiro (BRASIL, 2021). O municipio de Icapui, incluindo a praia de
Redonda, merece destaque no setor da Pesca Marinha do Cear4, sendo por varios anos um dos
maiores produtores de lagosta do Brasil (PREFEITURA DE ICAPUT, 2019).

No Brasil, ha exploracdo de cinco espécies de lagostas: Panulirus argus (lagosta
vermelha), Panulirus laevicauda (lagosta verde), Scyllarides brasiliensis (lagosta sapateira),
Scyllarides delfosi (lagosta sapateira) e Panulirus echinatus (lagosta pintada). No entanto, a
lagosta vermelha e a lagosta verde sao as mais abundantes comercialmente, representando
cerca de 70% e 20% da producdo, respectivamente (FONTELES-FILHO; GUIMARAES,
2000; OCEANA, 2020).

E necesséario salientar que existe uma discussdo entre geneticistas e ec6logos
relacionada a um novo conhecimento genético, que diferencia populacdes de lagosta da
América do Norte e Central da populacdo brasileira (TOURINHO; SOLE-CAVA; LAZOSKI,
2012). De acordo com Giraldes e Smyth (2016), essa distin¢cao ocorreu devido a pluma das
bacias hidrograficas do Amazonas e Orinoco, que atuam como barreira fisica, impedindo o
fluxo génico. Em razdo desse isolamento, surgiram duas populacdes geneticamente diferentes,
sendo a lagosta da costa brasileira citada como Panulirus meripurpuratus e na América do
Norte e Central citada como Panulirus argus. No entanto, maiores estudos sdo necessarios
para que essa discussdao seja elucidada ja que outros cientistas estdo contrapondo essa
proposta de separacao genética entre espécies.

O esforgo de pesca empregado de forma desordenada acarretou na sobrepesca de
recursos pesqueiros marinhos em escala global e ndo foi diferente com a pescaria de lagosta

no Brasil, que a partir da década de 1970 sofreu com a drastica reducdo de seus estoques,
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devido ao ingresso de barcos de grande porte e de técnicas proibidas, transformando essa
pratica insustentavel e predatéria (MUNIZ, 2005). Em adicdo, a fiscalizacdo realizada de
forma ineficiente e a auséncia de acompanhamento para monitorar as pescarias, que
proporcionam sucessivos descumprimentos das medidas de ordenamento vigentes,
ocasionaram um cendrio de crise nesse setor (CAVALCANTE; FURTADO-NETO; COSTA,
2011). No Brasil, os estoques de lagostas vermelhas e verdes estdo em elevada sobrepesca, o
que ocasiona instabilidade nas pescarias, podendo acarretar um colapso total nesse campo

(DIAS-NETO, 2017).

2.3 Espécies investigadas

Para o presente estudo, foram investigadas as espécies Panulirus argus e
Panulirus laevicauda, por serem mais exploradas e consequentemente sofrem maior impacto

em suas populagoes.

2.3.1 Panulirus argus (Latreille, 1804)

Essa espécie faz parte da familia Palinuridae e tem como nomes vulgares lagosta vermelha,
lagosta comum e lagosta-espinhosa-do-Caribe. Pode ser encontrada no Oceano Atlantico,
Centro Ocidental e Sudeste. Na plataforma continental do Brasil, pode ser encontrada desde o
Amapa até o Espirito Santo. Possui espinhos em seu corpo cilindrico, apresenta antenas muito
longas e finas (Figura 1). Sua cor é avermelhada ou amarronzada. Os machos e fémeas podem

atingir 174 mm e 231 mm de comprimento, respectivamente (SILVA et al., 2008).

Figura 1 - Representacdo de um individuo da espécie Panulirus argus,
ocorréncia e sua distribuicao geografica

Fonte: HOLTHUIS, 1991.
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2.3.2 Panulirus laevicauda (Latreille, 1817)

Segunda espécie mais relevante do Oceano Atlantico Centro Ocidental e
Sudoeste. Conhecida popularmente como lagosta verde ou lagosta-de-cabo-verde. Assim
como a lagosta-espinhosa-do-Caribe, também contém espinhos distribuidos ao longo do seu
corpo, com antenas compridas e finas. Sua cor é esverdeada e os anéis abdominais se
distinguem da lagosta comum por serem completamente lisos (FONTELES-FILHO, 2000).

Esses individuos sdao encontrados nas costas tropicais americanas do Oceano

Atlantico, e de Cuba até o sudeste do Brasil (CRUZ et al., 1987) (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo de um individuo da espécie Panulirus
aevicauda, ocorréncia e sua distribuicdo geografica.

Fonte: HOLTHUIS, 1991.

Lagostas vermelhas e verdes coexistem no mesmo habitat, no entanto, divergem
quanto a profundidade de ocorréncia, pois as lagostas-de-cabo-verde pertencem a ambiéncias

mais limitadas, desde a regido de maré até 50 metros (SILVA et al., 2008).

2.4 Importancia do estudo da microbiota em lagostas

Os microrganismos crescem em um local estavel dentro do intestino do animal e
em troca o hospedeiro pode ser beneficiado pela digestdo de alimentos realizada por esses
seres microscopicos, havendo portanto, sinergismo entre eles (MEZITI et al., 2010). A
remocdo e geracdo de energia esta diretamente associada a atividade, diversidade e
abundancia da microbiota que povoa o hospedeiro, influenciando consequentemente seu

metabolismo e podendo ter efeitos sobre a aptidao do individuo (TIETJEN, 2014).
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Ademais, essa microbiota ajuda na ativacao do sistema imunolégico por meio da
mucosa intestinal ou pode agir de forma antag6nica contra diversos patégenos que se aderem
ao organismo do animal, além de ter a capacidade de influenciar de forma direta a fisiologia
enzimatica do trato gastrointestinal dos seus hospedeiros por meio da producdo de enzimas
digestivas (proteases, lipases, celulases, amilases, dentre outras) (HOLT et al., 2020).

Essas enzimas atuam na quebra de moléculas complexas transformando-as em
estruturas mais simples e de facil absorcdo. Desse modo, a acao das enzimas da microbiota
favorece o coeficiente de digestibilidade de lipideos, proteinas brutas, fésforo, aminoacidos
essenciais e acidos graxos, o que tem influéncia direta em fatores de conversdao alimentar
(ANGELIM; COSTA, 2017).

Nos crustaceos, a capacidade de obtencdo de nutrientes por vastas fontes de
alimentos é possivel devido aos processos fisiologicos que acontecem no trato digestivo,
incluindo o perfil e as atividades enzimaticas digestivas desenvolvidas (CECCALDI, 1989).
Diferentes espécies de crustaceos expoem uma diversidade particular dessas enzimas, que
reflete seus habitats e habitos alimentares diversos (FIGUEIREDO, 2009). Como exemplo, os
lagostins do género Cherax, considerados detritivoros/onivoros, possuem enzimas digestivas
capazes de hidrolisar diversos substratos encontrados em sua dieta natural, o0 que mostra sua
capacidade para se adaptar a uma dieta variada (LINTON, 2009).

A enzima quitinase pode degradar a quitina em N-acetilglicosamina
(BHATTACHARYA et al., 2007; HAMID, 2013), essa reacao pode estar amplamente ligada
a resposta imune e ao processo de ecdise de invertebrados, incluindo as lagostas (ZHOU et
al., 2017).

No Brasil, ainda hoje, ndo foi possivel fazer a reproducao de lagostas em
cativeiro, com sucesso. A falta de pesquisas relacionadas as funcdes digestivas e o perfil
enzimatico desses individuos podem ser um empecilho, pois as respostas das enzimas
digestivas a adequacdo da alimentacdo podem esclarecer as necessidades nutricionais, e em
consequéncia, adaptagoes fisioldgicas das dietas formuladas, e desse modo tornar possivel o
cultivo desse crustaceo (PAVASOVIC et al., 2007).

Os biofilmes, comunidades microbianas heterogéneas associadas a uma matriz
extracelular (EPS) composta por distintos tipos de biopolimeros originado do metabolismo
bacteriano (ABEE et al., 2011), fornecem as bactérias diversas vantagens em relacdo ao

microrganismo “solitario”, visto que, podem propiciar um ambiente mais seguro (CAI, 2017).
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Esses agregados possuem importancia para alimentacao de organismos aquaticos,
manuten¢ao da qualidade de dgua e para o controle de patégenos, pois sdo fonte de proteina
de boa qualidade, sdao fundamentais para garantir os ciclos de nitrogénio e carbono
equilibrados, e por serem bastante resistentes podem combater organismos patogénicos em
ambientes diversos (PANDEY et al., 2014).

Em contrapartida, a expressao de determinados aspectos de viruléncia, variagoes
fenotipicas e formacdo de agregados microbianos (biofilmes) facilitam a introdugdo nos
tecidos e consequentemente conferem maior patogenicidade aos microrganismos. Por
exemplo, ao crescerem em biofilmes, as células alteram seu fendtipo e passam a ter uma
resisténcia extraordindria a diversos farmacos, dificultando a extin¢do do processo infeccioso
(NAVES et al., 2013).

Outrossim, a producdo de gelatinases, amilases, quitinases e elastases ja sao
amplamente conhecidas como fatores de viruléncia, sendo mostradas como positivas na
letalidade de testes em camundongos (RODRIGUES et al., 1993; VERGIS et al., 2002). As
lipases bacterianas estdo envolvidas na absorcdo de nutrientes por meio da degradacdo de
lipideos de membranas, o que pode ocasionar danos ao hospedeiro. Além do mais, as
fosfolipases podem atuar como hemolisinas e, portanto, podem causar lise de eritrocitos
(FIORE et al., 1997).

Doencas na carapaca de lagostas vem sendo associadas a infec¢es causadas por
bactérias, em especial, bactérias que desenvolvem atividades quitinoliticas, muitas vezes
combinadas com ag0es proteoliticas e lipoliticas (MANCUSO et al., 2010; QUINN et al.,
2013; ZHA et al., 2017).

Fatores exdgenos como a alimentacdo e a qualidade da 4gua podem ter diferentes
efeitos nas comunidades bacterianas intestinais de diferentes espécies. A microbiota do
sistema gastrointestinal das lagostas sofre influéncia direta da 4gua e do sedimento em que
habitam, uma vez que esses individuos sdo benténicos (QIAO et al., 2016; MEZITI; MENTE;
KORMAS, 2012).

Alguns parametros ambientais podem se tornar estressores, particularmente a
temperatura, pois afetam significativamente a satide e a produtividade dos animais. As
lagostas sdo organismos ectotérmicos, desta forma, a temperatura do ambiente atinge
diretamente a utilizacdo do oxigénio dissolvido, o metabolismo e o crescimento (LE
MOULLAC; HAFFNER, 2000). O estresse causado pelo aumento da temperatura também
pode comprometer significativamente a microbiota da hemolinfa, no “sistema circulatério”

das lagostas e outros decapodes (SCOTT; THUNE, 1986). Essas informacdes sdo relevantes
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no contexto das mudangas climaticas, pois a elevacdo da temperatura da agua do mar pode ter
o potencial de causar maiores taxas de mortalidade em lagostas (OOI et al., 2019).

O geénero Vibrio pode ser utilizado como bioindicador de mudancas climaticas
(BAKER-AUSTIN et al., 2017), pois diversas espécies podem ser considerados estacionais,
sendo mais comumente detectados durantes meses especificos de alto verdo, em temperaturas
mais elevadas e chuvas reduzidas (CHENG et al.,, 2005, VEZZULLI et al.,, 2013;
SULLIVAN; NEIGEL, 2018). E, durante o periodo de inverno, essas mesmas células
bacterianas podem ser nao cultivaveis (URAKAWA; RIVERA, 2006).

No entanto, essas bactérias podem estar relacionadas com uma diversa gama de
animais aquaticos, como peixes, moluscos e crustaceos (BEAZ-HIDALGO et al., 2010;
CUELLAR-ANIJEL et al., 2014; MOHAMAD et al., 2019). Esse género pode ser encontrado
nesses animais saudéaveis, fazendo parte da microbiota natural desses organismos (GAO et al.,
2019).

Em contrapartida, algumas espécies de Vibrio sdao patogénicas e causadoras de
infeccdes denominadas “vibrioses”. Nos crustaceos, essas enfermidades sdo as mais graves e
onipresentes. Essas doencas podem ser devastadoras principalmente durante o estagio larval
(GOULDEN et al., 2012; SCHRYVER et al., 2014; KUMAR et al., 2017).

Todos os crustaceos aquaticos estao sujeitos a doengas associadas a esse patdgeno
oportunista. Prejuizos substanciais de producdo, em fazendas de camardo, sdo comumente
observadas apo6s surtos de vibrioses, como por exemplo, a doenca da necrose
hepatopancreatica aguda (AHPND) (SCHRYVER et al., 2014).

Ademais, outras patologias causadas por vibrios sdo relatadas em crustaceos, tais
quais: incubacdo e vibriose luminescente, sindrome da casca, necrose da cauda, doenca da
lagosta flacida, doenca do corpo vermelho, bacteremia causada por Vibrio e sindrome do
verdo (JAYASREE et al., 2006; SOTO RODRIGUEZ et al., 2006; MANCUSO et al., 2010;
CAWTHORN, 2011; CUELLAR-ANJEL et al., 2014; SULLIVAN; NEIGEL, 2018;
RADHAKRISHNAN; KIZHAKUDAN, 2019).

Como descrito na revisao realizada por Valente e Wan (2021), as vibrioses podem

causar diversos danos as lagostas (Quadro 1).
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Quadro 1- Doencas em lagostas causadas ou associadas com espécies de vibrios.

(ovos e larvas)

V. splendidus

DOENCAS ESPECIES DE ESPECIE DE REFERENCIAS
VIBRIOS LAGOSTA
Vibriose de | V. alginolyticus Jasus edwardsii Handlinger et al. (1999)
incubadora de | V. anguillarum Panulirus sp. Bourne et al. (2007)
lagostas V. harveyi Goulden et al. (2012)
(filossoma) V. owensii Radhakrishnan e Kizhakudan
V. parahaemolyticus (2019)
Vibriose V. campbellii Jasus verreauxi Diggles et al. (2000)
luminescente | V. harveyi

Vibrios spp.

quitinoliticos, incluindo:

V. alginolyticus

Homarus americanus
Panulirus argus
Panulirus cygnus

Porter et al. (2001)
Stephen et al. (2003)

Doenca da V. anguillarum
carapaca V. fluvialis
(juvenis e V. harveyi-like
adultos) V. mimicus
V. parahaemolyticus
V. splendidus
V. vulnificus
Necrose da | V. atlanticus Jasus sp. Mancuso et al. (2010)
Cauda V. crassostreae Palinurus sp. Shields (2011)
(subdivisao da | V. cyclitrophicus Panulirus sp. Zha et al. (2018)
doenca da V. gigantis Thenus sp. Radhakrishnan e Kizhakudan
carapaca) V. splendidus (2019)
Doenca da V. fluvialis Homarus americanus | Tall et al. (2003)
lagosta mole | V. fluvialis-like Cawthorn (2011)
(adulto)
Doenca do V. alginolyticus Panulirus homarus
Corpo Panulirus longipes Radhakrishnan e Kizhakudan
vermelho Panulirus ornatus (2019)
(juvenis e Panulirus polyphagus
adultos)

Fonte: AUTORA, 2023.

Como uma diversidade de espécies de crustaceos aquaticos podem ser

prejudicados pelas vibrioses, é essencial entender a biocomplexidade do Vibrio, portanto,

identificar e caracterizar esses microrganismos nesses individuos é de suma importancia.

No Brasil, ndo ha informagdes sobre a microbiota natural das lagostas, o que

dificulta a identificacdo de microrganismos potencialmente invasores e patogénicos. A
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diminuicdao dos estoques de lagostas sempre esteve associada a sobre-explotacdo desses
individuos, no entanto, nada se sabe sobre a satide desses organismos no ambiente natural.
Além disso, identificar esses microrganismos e caracterizar seu perfil enzimatico é essencial
para buscar elucidar lacunas necessarias para o desenvolvimento do cultivo de lagostas e

desse modo diminuir a pressdo sobre os estoques lagosteiros.
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3 DIVERSIDADE DE BACTERIAS SIMBIOTICAS NOS SISTEMAS DIGESTIVO
E CIRCULATORIO DE LAGOSTAS E LAGOSTINS: CONEXOES
IMPORTANTES PARA UMA AQUICULTURA EFICIENTE: UMA REVISAO
SISTEMATICA

Uma revisdo sistematica da literatura foi realizada usando uma adaptacdo da
metodologia Methodi Ordinatio (PAGANI et al.,, 2015; PAGANI et al., 2017). Na qual,
foram estabelecidas como etapas:

1 Intencdo da pesquisa, que consistiu em a qual linha de pesquisa se vinculou a busca;
2 Busca preliminar com palavras-chave nas bases de dados;
3 Definicdo de combinagées de palavras-chave e base de dados a serem usadas;
4 Estabelecimento de um limite temporal;
5 Filtragem:
a) eliminacdo dos artigos ndo relacionados ao tema, por meio da leitura de seus titulos
€ resumos;
b) conferéncia dos artigos, apds leitura integral dos estudos foram descartados os que
ndo eram de interesse da revisao.
6 Leitura sistematica e analise dos artigos.

Buscando explorar o conhecimento da diversidade bacteriana simbiotica nos
sistemas digestivo e circulatorio de lagostas e lagostins. A busca foi realizada na base de
dados eletronica Scopus. Como estratégia de busca foram utilizados o titulo do artigo, resumo
e palavras-chave de indexacdo, utilizando termos especificos como: microbioma, bactéria,
lagosta, lagostim, intestino, hemolinfa, em combinacdes possiveis, utilizando os operadores
booleanos AND — OR

* Lagosta OU lagostim E

* Microbioma OU bactérias E

* Intestino OU hemolinfa OU hepatopancreas

Para garantir a elegibilidade das informacgdes, foram adotados os seguintes
critérios: publicacdo de artigos cientificos dos anos de 2002 a 2023, escritos em inglés ou
espanhol, com contetido voltado para microbiologia bacteriana do intestino, hepatopancreas e
hemolinfa de lagostas. Quando os termos foram encontrados e os artigos estavam de acordo
com os critérios estabelecidos, os resultados publicados foram analisados. A selecao e andlise
das informacdes foram feitas por meio da leitura dos documentos.

Cento e setenta e cinco artigos foram encontrados a partir da busca por palavras-
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chave. No entanto, ap0s a leitura dos titulos e resumos dos documentos, apenas cinquenta e
cinco artigos estavam dentro dos critérios de elegibilidade. Posteriormente, foi realizada uma
analise mais detalhada, por meio da leitura completa dos estudos, restando quarenta e um

artigos escolhidos para sintese qualitativa (Figura 3 e Tabela 1).

Figura 3 - Fluxograma referente ao procedimento de selecao dos
artigos encontrados.
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Fonte: AUTORA, 2023.

E INCLUSAD




32

Tabela 1 -Relacdo dos artigos cientificos selecionados e analisados neste estudo segundo
critérios previamente estabelecidos. “continua”

Autores Titulo do Periodico Citacoes Fator de
Impacto
Tall et al. 2003 Applied and Environmental Microbiology 55 5.005
Chistoserdov et al. 2005 Journal of Shellfish Research 74 1.218
Battison et al. 2008 Journal of Invertebrate Pathology 14 2.795
Bartlett et al. 2008 Journal of Fish Diseases 20 2.580
Jiravanichpaisal et al. 2009 Journal of Invertebrate Pathology 131 2.795
Meziti et al. 2010 FEMS Microbiology Ecology 83 4.519
Basti et al. 2010 Diseases of Aquatic Organisms 33 1.769
Meziti et al. 2012 Systematic and Applied Microbiology 72 4.064
Quinn et al. 2013 Diseases of Aquatic Organisms 14 1.769
Ooi et al. 2017 FEMS Microbiology Ecology 32 4.519
Ooi et al. 2019 Scientific Reports 22 4.996
Holt et al. 2020 ISME Journal 35 11.217
Zamora et al. 2020 Journal of Invertebrate Pathology 5 2.795
Liu et al. 2020 Aquaculture 33 5.135
Jung et al. 2021 Diseases of aquatic organisms 5) 1.769
Wang et al. 2021 Frontiers in Microbiology 15 6.064
Chen et al. 2021 Frontiers in Microbiology 8 6.064
Wu et al. 2021 Aquaculture 19 5.135
Xavier et al. 2021 Hydrobiologia 6 2.822
Dragicevic et al. 2021 Microbiology Spectrum 10 9.043
Hernandez et al. 2022 Developmental and Comparative 11 3.605
Immunology
Cai et al. 2022 Aquaculture 9 5.135
Bekavac et al. 2022 Journal of Fish Diseases 1 2.580
Foysal et al. 2022 Environmental Microbiology Reports 3 4.006
Xue et al. 2022 Aquaculture Reports 11 3.385
Zhang et al. 2022 Ecotoxicology and Environmental Safety 2 6.8
Zhu et al. 2022 Environmental Microbiomes 3 7.370
Cheng et al. 2022 Ecotoxicology and Environmental Safety 2 6.8
Zhang et al. 2022 Antioxidants 3 7.0
Wan et al. 2022 Animals 1 3.0
Han et al. 2022 Science of the Total Environment 16 10.753
Huang et al. 2022 Fish and Shellfish Immunology 5 4.622
Huang et al. 2022 Frontiers in Microbiology 2 6.064
Frontiers in Cellular and Infection 2 6.073

Lietal. 2022

Microbiology
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Tabela 1- Relacdo dos artigos cientificos selecionados e analisados neste estudo segundo
critérios previamente estabelecidos. “conclusao”.

Autores Titulo do Periodico Citacoes fr?l?;cctls
Chen et al. 2022 Microbiology Spectrum 7 9.043
Vaughn e Jackson 2022 Microorganisms 0 4.5
Zheng et al. 2023 Fish and Shellfish Immunology 2 4.7
Bennett et al. 2023 Veterinary Pathology 0 24
Dai et al. 2023 Aquaculture 2 4.5
Guillén-Watson et al. 2023 Frontiers in Microbiology 0 5.2
Zhang et al. 2023 Environmental Science and Pollution Research 0 5.8

Fonte: AUTORA, 2023.

De acordo com o limite temporal estabelecido nesta revisdao sistematica (2003 -
2023), foi possivel perceber que houve uma crescente na producdo de estudos envolvendo o
assunto abordado. Dando destaque para os ultimos 3 anos, com 6, 16 e 5 artigos publicados
por ano, respectivamente. Superando a média anual que seria de 1,95 artigos.

Ao analisar o nimero de citagdes totais neste periodo de tempo, obteve-se 768
citagoes, uma média de aproximadamente 36,57 alusOes a esse tema por ano. Destacando-se
Jiravanichpaisal et al. (2009) e Meziti et al. (2010), com 131, 83 mencdes, respectivamente.
Tais estudos abordam a Aeromonas hydrophila, como patégeno altamente virulento em
lagostas e mudanca na diversidade das comunidades bacterianas intestinais relacionada com
variacdes temporais. Sendo portanto os temas mais referenciados quando levado em
consideracdo a microbiota de lagostas, nos ultimos 21 anos. Apesar dos estudos de microbiota
dos organismos serem de suma importancia, ha poucas pesquisas publicadas, ao redor do
mundo, relacionadas a esse assunto envolvendo lagostas.

Estas publicagdes cientificas foram avaliadas em relacdo a quantidade e producao
média anual de lagosta da pesca e aquicultura no seu pais de origem, na ultima década,
segundo a FAO, em 2022. A partir desta andlise geografica, 13 paises incluindo Australia,
Canada, China, Costa Rica, Crodcia, Escocia, Estados Unidos da América, Grécia, Inglaterra,
México, Nova Zelandia, Portugal e Suécia publicaram estudos sobre a microbiota bacteriana
da lagosta. Destacando Australia, China e Estados Unidos da América como os paises que
publicaram a maioria dos estudos relacionados a esse tema. Foi possivel observar que ha
caréncia de estudos microbiolégicos envolvendo lagostas em paises africanos e sul-
americanos, mesmo que tenham uma producao anual de lagostas e lagostins acima de 13,9 mil

e 30,4 mil toneladas, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 - Producdo média anual de lagostas e lagostins a partir de dados da FAO e
publicacdes cientificas relacionadas a microbiota desses organismos aquaticos.
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Fonte: AUTORA, 2022.

As espécies de lagostas analisadas nesses artigos foram Cherax cainii, Cherax
quadricarinatus, Homarus americanus, Homarus gammarus, Nephrops norvegicus,
Pacifastacus leniusculus, Panulirus argus, Panulirus ornatus e Procambarus clarkii e com
foco principalmente na microbiota intestinal.

A maioria das pesquisas analisadas esta relacionada ao intestino, pois este érgao,
em sinergia com os microorganismos, possui diversas funcdes vitais, dentre as quais podemos
destacar as atividades imunoestimulantes, a geracao de vitaminas, a regulacao do
desenvolvimento intestinal e a prevencdo do aparecimento de desordens de microorganismos
patogénicos (PEREZ et al., 2010; SEMOVA et al., 2012). Em suma, o microbioma intestinal
desempenha um papel fundamental na manuten¢do da satide do hospedeiro, por meio de uma
variedade de mecanismos adaptativos e inatos capazes de induzir respostas imunorreguladoras
para controlar as variagoes dessa microbiota (PALM et al., 2015).

Apenas dois artigos investigaram a microbiota de uma espécie de lagosta que
ocorre no Brasil (P. argus), porém os estudos foram conduzidos na Costa Rica e no México.
O que confirma a escassez de informacoes cientificas produzidas e a importancia de uma

pesquisa direcionada para preencher a lacuna de conhecimento existente (Figura 5 A-B).
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Figura 5 - Numero de artigos cientificos abordando o microbioma por espécie de lagosta e
lagostim (A) e percentual de estudos por sitios anatdmicos de lagostas (B).
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Fonte: AUTORA, 2023.

Um total de 14 filos, 69 familias e 137 géneros bacterianos foram identificados,
sendo Acinetobacter, Aeromonas, Candidatus-Bacilloplasma, Candidatus-Hepatoplasma,
Citrobacter, Hafnia, Photobacterium, Pseudomonas, Shewanella e Vibrio os géneros mais
comuns em mais da metade das espécies estudadas. No intestino, o tecido mais estudado da
lagosta, foi encontrada uma grande diversidade microbiana (Figura 6), seguida pela hemolinfa

e hepatopancreas, respectivamente (Figura 7).

Figura 6 - Diversidade de géneros microbianos encontrados no intestino de lagostas.
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Fonte: AUTORA, 2022.

CC: Cherax cainii; CQ: Cherax quadricarinatus; HA: Homarus americanus; HG: Homarus gammarus; NN:
Nephrops norvegicus; PL: Pacifastacus leniusculus; PA: Panulirus argus; PO: Panulirus ornatus e PC:
Procambarus clarkii.
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Figura 7 - Diversidade de géneros microbianos encontrados na hemolinfa da lagosta e no
hepatopancreas.
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Fonte: AUTORA, 2022.
HA: Homarus americanus; PL: Pacifastacus leniusculus; PO: Panulirus ornatus; PC: Procambarus clarkii.

Os artigos comprovaram diferencas na microbiota das lagostas em varios
aspectos, comparando individuos sadios e infectados (QUINN et al., 2013; BATTISON et al.,
2008) ; organismos vivos e mortos (JUNG et al., 2021) técnicas, dietas, ambientes e
temperaturas distintas (MEZITI et al., 2012; BARTLETT et al., 2008); diferencas nas fases
de desenvolvimento, diferentes periodos do ano (MEZITI et al., 2010; OOI et al., 2017), entre
outras particularidades.

Com base nas andlises de similaridade do conteido completo do artigo, os artigos
podem ser classificados em 3 classes distintas. O artigo escrito por Tall et al. (2003) focou
apenas na identificacdo de espécies do género Vibrio na hemolinfa de Homarus americanus e
o estudo conduzido por Bennett e seu colaboradores (2023) deram énfase a bactéria causadora
(Vibrio harveyi) de necrose do hepatopancreas de Panulirus argus, enquanto os demais
focaram na diversidade microbiana.

A classe 1 concentra artigos cientificos relacionados ao potencial patogénico de
microrganismos. Esses estudos mostram um aumento de patégenos oportunistas no intestino,
hepatopancreas e/ou hemolinfa, relacionados ao enfraquecimento das lagostas causado por
doencas como o Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), Panulirus argus Virus 1
(PaV1), estresse causado por alteracdes em temperatura e salinidade ou morte (BASTI et al.,
2010; OOI et al., 2019; LIU et al., 2020; ZAMORA-BRISENO et al., 2020; WU et al., 2021;
XUE et al., 2022). No entanto, evidéncias indicam que as doencas epizoéticas da carapaca
(ESD) ndo estdo relacionadas a infecgdes internas por nenhuma espécie bacteriana especifica.
Isso significa que a ESD é uma doenca dérmica que ndo envolve um patégeno bacteriano

interno (QUINN et al., 2013).
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E possivel perceber a ocorréncia da diminuicdo de microrganismos simbiéticos e
probiéticos, o que demonstra o papel potencial dessa microbiota na manutengdo da satide dos
individuos estudados e sua suscetibilidade a doencas com a alteragao desse microbioma (WU
et al., 2021). De acordo com esses estudos, hd um aumento significativo de vibrios em
lagostas doentes, estressadas ou mortas. Varias espécies de Vibrio sdo descritas como
microrganismos que auxiliam na digestao de celulose, quitina, compostos derivados de algas,
carboidratos e lipidios em crustaceos (GATESOUPE et al., 1997, HENDERSON; MILLAR,
1998; ITOI et al., 2006, PERERA; SIMON, 2015). Em contraste, muitas dessas espécies sao
consideradas patogenos oportunistas, pois podem afetar a fisiologia e a saide de seus
hospedeiros (EGERTON et al., 2018). As espécies Vibrio harveyi e Vibrio parahaemolyticus,
por exemplo, sdo relatadas como agentes nocivos na carcinicultura, inclusive sendo
relacionados a lagostas imunocomprometidas (SHIELDS, 2011).

Além disso, Aeromonas é outro género bacteriano que tem sua abundancia
aumentada em lagostas enfraquecidas. Devido as intera¢cGes com a microbiota intestinal, eles
podem ser comumente encontrados no intestino e nao sao capazes de prejudicar a saide de
seu hospedeiro. Por outro lado, achados relatam que lagostas infectadas podem ter suas
barreiras epiteliais intestinais danificadas de forma a facilitar o aumento desordenado de
patégenos oportunistas como Aeromonas (SHUI et al., 2020). Hd aumento de lagostas
infectadas por Candidatus Baciloplasma, bactéria comumente encontrada no trato intestinal
de artropodes e que beneficia quem a hospeda. Este género possui algumas espécies que
contribuem para uma maior eficiéncia na resposta adaptativa a condi¢oes de limitacdo
alimentar (FRAUNE; ZIMMER, 2008; LECLERCQ et al., 2014). Portanto, 0 aumento na
abundancia de Candidatus Bacilloplasma em lagostas contaminadas pode estar associado a
uma estratégia compensatoria para aumentar a absorcdo de nutrientes quando as lagostas
param de se alimentar (LECLERCQ et al., 2014).

A classe 2 agrega artigos que comparam os efeitos do género Vibrio na saide das
lagostas. Esses estudos corroboram achados anteriores que caracterizam esse género como
ubiquo em ecossistemas marinhos e estuarinos, podendo também estar presente em ambientes
de agua doce.

Em geral, as espécies de Vibrio sdao capazes tanto de beneficiar seu hospedeiro,
principalmente colaborando na digestdao dos alimentos e inibindo outras bactérias através da
producdo de compostos antibidticos, quanto causando doengas graves (CHISTOSERDOV et
al., 2005; BARTLETT et al., 2008; BATTISON et al., 2008; OOI et al., 2017; HOLT et al.,
2020; JUNG et al., 2021; HERNANDEZ-PEREZ et al., 2022). Além disso, algumas cepas de
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vibrios, identificadas como patégenos oportunistas, sdo encontradas em lagostas saudaveis,
mas podem causar problemas se 0s animais estiverem imunocomprometidos (SHIELDS,
2011). Isso pode ocorrer durante o periodo de ecdise das lagostas, pois as barreiras externas
podem estar comprometidas, deixando-as mais suscetiveis a proliferacdo e consequente
ataque patogénico por espécies residentes de Vibrio que podem causar altas mortalidades
(BOURNE et al., 2004). Esses estudos destacam as espécies V. parahaemolyticus e V. harveyi
como importantes patégenos de crustaceos, pois sao capazes de gerar exotoxinas conhecidas
por causar mortalidades em camardes das espécies Penaeus japonicus e Penaeus monodon
(HARRIS; OWENS, 1999, BOURNE et al., 2004).

Por fim, a classe 3 agrupa artigos relacionados a influéncia que os ecossistemas
aqudticos exercem sobre a microbiota intestinal, hepatopancreas e hemolinfa. Através dos
estudos analisados e discutidos, é possivel afirmar que as lagostas possuem uma microbiota
interna definida por filtros ecolégicos, que abrangem niveis geograficos e celulares
dependentes do ambiente, nos quais aspectos ambientais como qualidade da agua,
disponibilidade de alimentos, poluicdo, entre outros os parametros que desempenham um
papel importante (MEZITI et al., 2010; MEZITI et al.,, 2012; CHEN et al.,, 2021;
DRAGICEVIC et al., 2021; XAVIER et al., 2021; WANG et al., 2021).

Um ambiente com uma microbiota natural diversa e abundante pode trazer
beneficios subsequentes para a saide e crescimento dos individuos, pois pode proporcionar
selecio e colonizacdo de uma comunidade bacteriana intestinal mais diversa e
consequentemente mais eficiente contra patogenos (HOLT et al., 2020). Essas pesquisas
revelam que a dieta das lagostas pode modular a diversidade e abundancia de sua microbiota.
Dietas que incluem proteinas animais e de insetos podem influenciar uma variedade de grupos
bacterianos responsaveis por uma série de atividades metabdlicas, como o crescimento de
firmicutes e bactérias do acido latico (FOYSAL et al., 2022). Em resumo, as dietas compostas
por Haematococcus pluvialis, uma alga de agua doce, demonstraram ajudar a estabilizar a
homeostase microbiana (CAI et al., 2022). Diferencas no microbioma intestinal relacionadas
ao sexo das lagostas podem ser explicadas pelo periodo reprodutivo das fémeas, que se isolam
em tocas quando ovigeras. Esses ambientes possuem caracteristicas e condicdes ambientais
distintas e consequentemente a disponibilidade e qualidade das presas (alimento) diferem
durante o confinamento (FOYSAL et al., 2022). Além disso, mudangas nas comunidades
microbianas intestinais podem seguir um padrdao temporal, que ocorre devido a mudancas
temporais na disponibilidade de alimentos, os componentes exatos para essas dinamicas ainda

precisam ser elucidados (MEZITI et al., 2010).
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Foi possivel perceber uma nova classe de pesquisas surgindo em relacdo a esse
tipo de estudo, que consiste na preocupacdo com as possiveis mudancas na microbiota de
lagostas pela ingestdo ou exposi¢cdo aos microplasticos e/ou nanoplasticos. O que pode ser
verificado a partir dos estudos de Cheng et al. (2022) e Guillén-Watson et al. (2023).

Do levantamento realizado, pode ser concluido que a microbiota do intestino,
hepatopancreas e hemolinfa de lagostas e lagostins é diversa e que algumas variagdes podem
ocorrer por diversos motivos, como infec¢des acometidas ao individuo, estresses causados por
mudancas no ambiente, disponibilidade e qualidade dos alimentos, época do ano, estagio de
desenvolvimento e sexo das lagostas, entre outros aspectos. A presente revisao detectou um
nimero razoavel de estudos relacionados a microbiota natural das lagostas no mundo. No
entanto, esses estudos ocorreram apenas em alguns paises e nenhum deles foi realizado no
Brasil. Assim, é fundamental padronizar técnicas de andlise que permitam comparacdes entre
a microbiota de espécies geograficamente separadas e uma abordagem global
multiespecializada que possa usar essas informagdes como potenciais indicadores para
avaliacdo da saude das lagostas, manejo de estoques pesqueiros e construcao de bases
tecnologicas para aprimoramento das técnicas de cultivo desses animais como estratégia para
driblar a superexploracdo dos recursos pesqueiros que ja ocorre em muitos paises

exportadores.
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4 HIPOTESE

Existem variacdes na bacteriota nos diferentes estratos anatdmicos das lagostas e
ha diferencas ao comparar as duas espécies de lagostas espinhosas exploradas pela pesca

cearense.

5 OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa é quantificar, avaliar, identificar e caracterizar a
microbiota bacteriana do intestino, do hepatopancreas e da hemolinfa de lagostas espinhosas

exploradas pela pesca cearense.

5.1 Objetivos especificos

* Realizar a quantificacdo de grupos bacterianos no sistema gastrointestinal,
hepatopancreas e hemolinfa de lagostas espinhosas;

¢ Identificar e caracterizar bactérias presentes nas lagostas espinhosas das espécies
Panulirus argus e Panulirus laevicauda;

e (Caracterizar espécies de vibrios dominantes nas lagostas analisadas.

® Verificar a diversidade e possiveis diferencas na microbiota das espécies
investigadas;

¢ Investigar o perfil enzimatico das cepas analisadas;
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6 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do presente estudo, foi realizada uma coleta na
comunidade da praia de Redonda (04°39°000”S: 037°28°480”W), situada no municipio de
Icapui, no extremo leste do estado do Ceara, a aproximadamente 200 km de Fortaleza (Figura
8). Esse municipio fica limitado ao norte pelo Oceano Atlantico, ao sul e a oeste pelo
municipio de Aracati e a leste pelo estado do Rio Grande do Norte. Possui cerca de 64 km de
extensdo litoranea, aproximadamente 19 mil habitantes e aproximadamente 430 km? de area
total, representando 0,29% do territério do estado do Ceara.

Foram coletados vinte individuos, dez deles pertencentes a espécie Panulirus
argus e o restante pertencente a espécie Panulirus laevicauda. Os animais foram
acondicionados em reservatdrios contendo agua do mar, mantidos vivos por um dia apds

captura, para posterior analise.

Figura 8 - Localizacdo de Redonda, comunidade pesqueira onde foi
realizado o estudo.
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Fonte: AUTORA, 2023.

6.1 Procedimentos realizados em campo

Para a caracterizagdo bacteriana, foi realizada uma coleta nos dias 15 e 16 do més
de outubro do ano de 2019. As lagostas sofreram insensibilizacdo em choque térmico,
evitando assim o sofrimento do animal. Todos os individuos foram medidos e pesados.

Posteriormente, foi feita a extracao da hemolinfa, do hepatopancreas e do
intestino. A hemolinfa foi extraida da glandula aorta, com ajuda de uma seringa (EVANS,
2003) (Figura 9). Foi utilizado uma solugao de citrato de sodio (10%) como anticoagulante,

na proporcéo de 1:1 (hemolinfa/anticoagulante) para conservacdo do material (RODRIGUEZ-
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RAMOS, 2011). Os animais foram dissecados utilizando tesouras e pingas estéreis e durante
este procedimento houve a retirada do intestino e do hepatopancreas para posterior analise da

microbiota destes tecidos (MEZITT et al., 2010) (Figura 10).

Figura 9 - Procedimento de extracao da
hemolinfa de uma lagosta Panulirus
laevicauda.

Fonte: AUTORA, 2019.

Figura 10 - Dissecacao de lagosta P. argus, com
observacao do intestino na regido abdominal.

P

Fonte: AUTORA, 2019.

6.2 Procedimentos em laboratorio

Em laboratério, para realizacdo das andlises microbiolégicas, as amostras foram
divididas em tratamentos, por estratos anatomicos: cepas pertencentes ao hepatopancreas;

cepas encontradas na hemolinfa; cepas do intestino (microbiota transitoria e residente). Essa
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divisdo foi utilizada para as duas espécies de lagostas e realizadas separadamente, utilizando
meio agar PCA para hepatopancreas e intestino, e agar marinho para hemolinfa, no cultivo de
Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHCs) para cultivar vibrios foi utilizado 4gar TCBS em

todos os estratos anatomicos, totalizando 16 tratamentos (Quadro 2).

Quadro 2- Divisdo dos tratamentos para realizacao das andlises microbioldgicas.

ESPECIES ESTRATOS MEIO DE SIGLA
ESTUDADAS ANATOMICOS CULTIVO TRATAMENTO
Hemolinfa AGAR MARINHO HPL
TCBS VHPL
Hepatopancreas PCA HPPL
Panulirus TCBS VHPPL
laevicauda Intestino (microbiota PCA ITPL
transitoria) TCBS VITPL
Intestino (microbiota PCA IRPL
residente) TCBS VIPPL
Hemolinfa AGAR MARINHO HPA
TCBS VHPA
Hepatopancreas PCA HPPA
Panulirus argus TCBS VHPPA
Intestino (microbiota PCA ITPA
transitoria TCBS VITPA
Intestino (microbiota PCA IRPA
residente) TCBS VIPPA

Fonte: AUTORA, 2023.

O material biologico de cada estrato foi reunido para formar uma amostra
composta, quais foram homogeneizadas e diluidas em dgua do mar com salinidade ajustada
para 10 g.L"" para bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) e dgua peptonada alcalina (APA)
para o isolamento de espécies pertencentes ao género Vibrio. Foram feitas dilui¢des seriadas
até 10”. Posteriormente, para o cultivo de BHCs foram realizadas as técnicas de Pour Plate
(Figura 11) e para vibrio o método de Spread Plate (Figura 12), procedimento realizado em
duplicata. Logo ap0s, foi feita a incubagdo, em estufa bacteriol6gica a 35°C por 24 horas, no

caso dos vibrios e 48 horas para BHC.
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Figura 11 - Fluxograma de analise microbiolégica, utilizando a técnica Pour
Plate, para quantificacdo de Bactérias Heterotréficas Cultivaveis (BHC).

1mL
- ] =
Diluigées 10'a 107 - ; ;’ = )
.
z_ . = 35°C por 48h
L l'__..- - -

Fonte: AUTORA, 2021.

Figura 12 - Fluxograma de andlise microbiologica, utilizando a técnica
Spread Plate, para quantificacao de Vibrios.
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Fonte: AUTORA, 2021.

Nos tratamentos ITPL, IRPL e HPPL, nas dilui¢des 10®°, das BHCs as placas
foram lavadas com 9 mL de salina a 10 ppm e novamente plaqueadas. Esse procedimento foi
realizado devido ao elevado crescimento de colonias, o que impossibilitou a contagem. Os
isolamentos das colonias somente foram possiveis a partir do novo plaqueamento. Portanto, as
contagens foram realizadas apenas nos tratamentos em que nao foi necessério o procedimento

de lavagem.

6.2.1 Contagem Padrdo em Placas (CPP) — bactérias heterotroficas cultivdveis

A quantificacdo das bactérias heterotréficas cultivaveis foi realizada a partir da
Contagem Padrdao em Placas (CPP). Para quantificacdo foi utilizada a média das cepas
contadas em cada placa (duplicata), multiplicado pelo fator de correcdo, multiplicado pelo

inverso da diluicao escolhida (VIEIRA; TORRES, 2004).
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6.2.2 Contagem Padrdo em Placas (CPP) — bactérias do género Vibrio

A quantificacdo de bactérias presuntivamente pertencentes ao género Vibrio foi
realizada por meio da técnica de CPP. As col6nias crescidas em TCBS foram contadas

diferenciando as cepas sacarose positiva (cor amarela) e sacarose negativa (cor verde).

6.2.3 Selegdo e isolamento das colonias

A escolha e isolamento das colonias foram realizadas buscando encontrar a maior
diversidade de microrganismos, para isso buscou-se as colonias de tamanhos, cores e

formatos distintos.

6.2.4 Técnica de coloragdo em Gram

As bactérias isoladas de bactérias heterotréficas cultivaveis foram submetidas a
técnica de coloracdo em Gram para caracterizacao das suas paredes celulares, a fim de
classificar sua morfologia celular e comprovar a pureza das células, seguindo o protocolo
detalhado por Levy (2004).

Para a caracterizacdo fenotipicas das cepas bacterianas (bactérias heterotrofica
cultivaveis e suspeitas do género Vibrio) foram realizados os seguintes testes: citocromo-
oxidase, oxidante-fermentativo (OF), deteccdo de enzimas caseinase, elastase, gelatinase,

lipase, fosfolipase, amilase, celulase e capacidade de producdo de exopolissacarideo.

6.2.5 Teste bioquimico: presenca de citocromo-oxidase

O teste citocromo-oxidase foi utilizado para verificar a presenca ou auséncia da
enzima citocromo-oxidase. Neste teste, utiliza-se substancias (corantes) que agem como
aceitadores artificiais de elétrons, que sdao oxidadas pelo sistema da citocromo-oxidase. O
corante na sua forma reduzida ndo possui coloracao e na sua forma oxidada é colorido, desse
modo, a presenca da enzima citocromo-oxidase é percebida pela geracdo da cor azul-ptrpura
(reacgdo positiva) (SAHM; WEISSFELD, 2009).

As cepas BHCs e de Vibrio foram repicadas em agar TSA 10 ppm e mantidas
incubadas em estufa bacterioldgica a 35° C por 24 horas. Apos verificacdo da pureza das

células, por meio do teste de coloracdio em Gram, uma pequena quantidade das culturas foi
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transferida para uma fita de oxidase adaptada (tiras de papel filtro foram esterilizadas e
embebidas com solucdo aquosa a 1% de dicloridrato de N,N,N,N-tetrametil-para-
fenilenodiamina) utilizando uma alca de platina, recomendada para evitar resultados falsos
positivos, e em seguida foram verificadas as reagdoes. O aparecimento da cor purpura no

intervalo de tempo de até um minuto garantiu a positividade do teste.

6.2.6 Teste bioquimico: viés metabdlico para utilizacdo da glicose (O/F)

O teste oxidativo-fermentativo da glicose (O/F) foi realizado com a finalidade de
verificar se as cepas de BHCs e Vibrio estudadas possuiam metabolismo oxidativo e/ou
fermentativo dos carboidratos. Esse método é considerado simples e eficiente para identificar
bactérias que utilizam glicose na presenca ou auséncia de oxigénio, baseado na producao de
acido ao metabolizar a glicose (OLIVEIRA, 2000).

As cepas foram repicadas em agar TSA 10 ppm e transferidas para estufa
bacteriologica a 35° C por 24 horas, ap6s verificacdo da pureza das células, por meio do teste
de coloracdo em Gram, as cepas foram transferidas para tubos de baquelite contendo 4 mL de
meio oxidativo-fermentativo da glicose. Cada cepa foi inoculada em dois tubos com as
indicacdes “O” e “F”. No tubo “F”, apds transferéncia da cultura para o agar, foi colocado 1
mL de glicerol (tindalizado), a fim de promover um ambiente de anaerobiose. Esses tubos
foram entdo incubados a 35° C por até cinco dias. Durante o processo de degradacdo da
glicose a alta concentragdo de acido produzido transformou o indicador azul de bromthymol
em meio OF, de verde para amarelo, essa mudanga de coloracdo confirmou a positividade do
teste. Em alguns casos, a mudancga de cor se deu de verde para azul, isso ocorreu porque as
bactérias que quebram peptona, produziram aminas, o que aumenta o pH do meio (Figura 13 e

Quadro 3).

Figura 13 - Teste oxidantivo-fermentativo da glicose (OF). (A) bactéria com metabolismo
fermentativo; (B) bactéria com metabolismo oxidativo; (C) bactéria ndo sacarolitica.

Fonte: AUTORA, 2023.
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Quadro 3 - Interpretacdo do Teste de Oxidacao-Fermentacdo da glicose.

Tubo aberto Tubo coberto .
1 i Metabolismo
(aerobico) (anaerobico)
acido (amarelo) alcalino (verde) Oxidativo
acido (amarelo) acido (amarelo) Oxidativo/Fermentativo
alcalino (verde) acido (amarelo) Fermentativo
. . Nao sacarolitico (glicose nao

alcalino (verde) alcalino (verde) metabolizada)

Fonte: AUTORA, 2023.

6.2.7 Producdo de exopolissacarideo

Para a verificacdo de producdo de exopolissacarideo foi realizado o teste de
aderéncia em microplacas de poliestireno (TMC). As cepas foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo 4 mL de caldo Brain Heart Infusion - BHI (infusdo cérebro e coracao) e
incubadas por 24 horas a 35°C. Posteriormente, 200 pL desta suspensdo bacteriana foi
inoculada em placas de poliestireno de 96 pogos estéreis, com fundo em formato de “U”. O
teste foi realizado em triplicata. Ap6s aplicacdo das cepas nos pocos, as placas foram entdao
colocadas em estufa em temperatura de 35°C, na qual permaneceram por 24 horas. Logo apds
o periodo de incubacao, foi realizada a remocdo dos indculos, por meio da lavagem dos
pocos, utilizando 200 pL. de dgua destilada estéril. Essa lavagem foi realizada trés vezes para
posterior secagem em estufa a 60°C por 1 h.

Logo ap6s o periodo de secagem, foram adicionados aos pocos 200 pL de solugao
de cristal violeta 1% por cerca de 1 minuto, em seguida foram feitas sucessivas lavagens com
agua destilada e por fim, a placa foi seca em temperatura ambiente. Os pocos que continuaram
com a coloragdo roxa apés todos os processos de lavagem foram considerados positivos para
producdo de exopolissacarideo. Esse teste foi adaptado a partir da metodologia descrita por

Christensen et al. (1985) (Figura 14).

Figura 14 - Placa de poliestireno de 96 pocos ilustrando cepa
positiva (+) e negativas (-) para producao de exopolissacarideo.
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Fonte: AUTORA, 2022.
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6.2.8 Atividade enzimdtica - Proteases (Caseinase, gelatinase, elastase)

Para deteccao do perfil enzimatico de proteases, foram realizados ensaios de
caseinase, gelatinase e elastase. As cepas bacterianas foram repicadas em caldo BHI 10 ppm.
Apos incubacdo por 24 horas a 35°C, foram entdo inoculadas em placas de Petri descartaveis

contendo os meios de cultura especificos para cada exoenzima.

6.2.8.1 Caseinase

Para a caseinase, a metodologia aplicada foi realizada de acordo com as
indicacoes de Rodrigues et al. (1993), com alteracoes. Com auxilio de uma pipeta, 4 pL das
culturas bacterianas foram aplicadas em placas contendo agar nutriente adicionado de 5% de
leite em p6 desnatado. Essas placas foram entdo incubadas a 35° C por até 5 dias. A
verificacdo do aparecimento de um halo transliicido ao redor do crescimento bacteriano foi o

indicativo da positividade do teste (Figura 15).

Figura 15 - Verificacdo da positividade do teste de
caseinase representado pela formacdo de halo translicido
ao redor do in6culo bacteriano.

Fonte: AUTORA, 2023.

6.2.8.2 Gelatinase

Para deteccdo da presenca da enzima gelatinase, as cepas previamente crescidas
em caldo BHI 10 ppm, foram transferidas (4 pL) para placas contendo meio agar TSA, com
adicao de 0,5% de gelatina. Posteriormente ao procedimento de inoculagdo, as culturas foram
incubadas a 35°C por até 7 dias. O aparecimento de halo translicido ao redor das colonias
apos aplicacdo de 2 mL de solugdo saturada de sulfato de amo6nio como revelador foi

averiguado nas culturas positivas (RODRIGUES et al., 1993) (Figura 16).
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Figura 16 - Verificacdao da positividade do teste de gelatinase representado
pela formacado de halo transliicido ao redor do inéculo bacteriano.

Fonte: AUTORA, 2023.

6.2.8.3 Elastase

Para verificacdo da presenca de elastase, 4 pL das cepas inoculadas em caldo BHI
foram aplicadas em placas compostas por uma camada inferior de 15 mL de caldo nutriente e
agar Noble (Difco) com adicdo de 5 mL de cobertura composta por caldo nutriente, agar
Noble e 0,3% de elastina. A positividade do teste foi verificada pelo aparecimento de um halo
transparente ao redor das colonias, apos incubacgao a 35°C por até 2 dias (RUST; MESSING;
IGLEWSKI, 1994) (Figura 17).

Figura 17 - Verificacdo da positividade do teste de elastase representado
pela formacao de halo translicido ao redor do indculo bacteriano.

Fonte: AUTORA, 2023.

6.2.9 Atividade enzimdtica — Lipase e fosfolipase

6.2.9.1 Lipase
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Para a constatacao da producdo de lipase, as cepas previamente cultivadas em
caldo BHI 10 ppm, foram inoculadas em placas contendo TSA enriquecido com 1% de Tween
80 e entdo incubadas por um periodo de tempo de 24 horas, em temperatura de 35°C. A
formacgdo de um halo opalescente em torno dos indculos demonstrou a presenca da enzima

lipase (LIU; LEE; CHEN, 1996) (Figura 18).

Figura 18 - Verificacdo da positividade do teste de lipase representado
pela formacado de halo opalescente ao redor do in6culo bacteriano.

Fonte: AUTORA, 2023.

6.2.9.2 Fosfolipase

A determinacdo da producao de fosfolipase foi realizada a partir dos in6culos em
placas contendo TSA acrescido de 1% de emulsdo de gema de ovo. A positividade desse teste
foi dada pela presenca de um halo opalescente em torno da cepa inoculada. Para esse teste, as
placas foram incubadas por 24 horas, a 35°C, de acordo com as recomendacdes de Liu, Lee e

Chen (1996), com modificacées (Figura 19).

Figura 19 - Verificacdo da positividade do teste de fosfolipase representado
pela formacao de halo opalescente ao redor do indculo bacteriano.

Fonte: AUTORA, 2023.
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6.2.10 Atividade enzimdtica - Carboidrases (amilase, celulase)

Para determinacdao do perfil enzimatico capaz de degradar carboidratos, foram
realizados ensaios de amilase, celulase e quitinase. As cepas bacterianas foram repicadas em
caldo BHI 10 ppm, ap6s incubagdo por 24 horas, a 35°C foram entdo inoculadas em placas de

Petri descartaveis contendo os meios de cultura especificos para cada exoenzima.

6.2.10.1 Amilase

A fim de constatar a presenca de enzimas capazes de digerir amido, as cepas
bacterianas foram cultivadas (4 pL) em placa de Petri com meio composto por dgar nutriente
(AN-Difto) acrescido de 0,1% de amido solivel. Apés a inoculacdo, as placas passaram por
incubacdo a 35°C por 24 horas, posteriormente, adicionou-se de 2 a 3 mL de solucdo de lugol
1% como revelador. A formacdo de um halo translicido ao redor do inéculo constatou a
positividade do teste. Essa metodologia foi utilizada de acordo com Rodrigues et al. (1993)

(Figura 20).

Figura 20 - Verificacdo da positividade do teste de amilase representado
pela formacao de halo translicido ao redor do inéculo bacteriano.

Fonte: AUTORA, 2023.

6.2.10.2 Celulase

A fim de determinar a existéncia de enzimas digestivas celulases, seguiu-se o
protocolo, relatado por Teather e Wood (1982) com adaptagdes. Quatro microlitros do in6culo
foi transferido para placas contendo meio agar carboximetilcelulose (CMC), preparado a
partir de meio mineral (DIFTO Bushnell-Haas Broth), adicionado de 1% peso por volume

(p/v) de carboximetilcelulose, acrescido de Agar-4gar.
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Ao fim do periodo de incubacdo (até 4 dias), foi adicionado de 2 a 3 mL de
solucdo de vermelho congo a 1% nas placas, com intuito de revelar um halo na coloracdao

alaranjada ao redor dos inéculos e desse modo verificando a positividade do teste (Figura 21).

Figura 21 - Verificacdo da positividade do teste de celulase representado
pela formacao de halo alaranjado ao redor do inéculo bacteriano.

e
Fonte: AUTORA, 2023.

6.2.11 Testes genotipicos

6.2.11.1 Extragdo de DNA total

Para que o DNA bacteriano fosse extraido, as cepas foram previamente inoculadas
em agar TSA 10 ppm e ap6s incubacdo por 24 horas a 35°C, verificou-se suas purezas por
meio da técnica de coloracdo de Gram e os indculos puros foram entdo transferidos para tubos
contendo caldo BHI 10 ppm e novamente incubados por 24 horas a 35°C.

A técnica de extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega) e o protocolo de extragdo utilizado foi o fornecido

pelo fabricante.

6.2.11.2 Eletroforese em gel de agarose

Para confirmacdo dos resultados da extracdao de DNA, a técnica de eletroforese em
gel de agarose a 1% foi utilizada. Apds a polimerizacdo do gel, aplicou-se 2 pl do produto da
extracdo de DNA juntamente com 3 pl de um mix de GelRed e BlueJuice. Tal procedimento

ocorreu em voltagem de 70 V com corrente de 300 mA a uma poténcia de 120 W por 30
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minutos. O produto da corrida foi documentado em um sistema de fotodocumentacdo digital

(KODAK EDAS 900) (Figura 22).

Figura 22 - Imagem de foto documentacao de extracoes de DNA total de
amostras de bactérias heterotréficas cultivaveis e vibrios analisadas.
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Fonte: AUTORA (2019).
Os ntimeros indicam as amostras que foram extraidas, M= marcadores moleculares e N=
controle negativo.

6.2.11.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Ap6s realizacdo de extracdo de DNA e confirmagdo por gel de eletroforese, os

perfis genéticos dos isolados foram obtidos por meio de técnicas de reacdo em cadeia de

polimerase (PCR) (LANE, 1991).

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada utilizando primer universal

(U968) e (L1401). A reacao de PCR continha Tampao 10x, MgCl2, dNTP, iniciadores, Taq

polimerase, agua ultrapura e DNA genomico.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas em termociclador da marca Applied

Biosystems Life Technologies da corporacdao Thermo Fisher Scientific utilizando as seguintes

condicOes para termociclagem. Passo inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; seguido

por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto; anelamento a 52°C por 1 minuto;

extensao a 72°C por 2 minutos e extensdo final a 72°C por 8 minutos e reducao a 4°C.
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A avaliacdo do produto de PCR foi realizada por comparacdo visual a partir dos
pares de base (pb) do DNA visualizados e pelas bandas do 1Kb ladder, por meio de

eletroforese em de gel de agarose a 1%.

6.2.11.4 Sequenciamento genético e andlise das amostras

Os produtos amplificados da regido do DNA das bactérias foram purificados
utilizando-se o Pure Link Quick Purification Kit, de acordo com as recomendacées do
fabricante. Posteriormente, o fragmento purificado foi clonado, com etapa de ligacdo no vetor
plasmidial pela enzima T4 DNA ligase e insercao na bactéria Escherichia coli HT115
competente. Em seguida, as sequéncias adquiridas foram lidas por meio do método de
sequenciamento de Sanger de segunda geracdo através de sequenciador automatico 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O procedimento foi realizado utilizando o reagente
BigDye TM Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), em
conformidade com as recomendacdes do fabricante. Por fim, as sequéncias foram analisadas e
tratadas no software MEGA versao 11 (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021) em que
todas as amostras passaram por uma analise prévia das regides senso e anti-senso, sendo

submetidas ao alinhamento local (GenBank), por meio do algoritmo BLAST.

6.2.12 Andlise estatisticas

A fim de verificar a normalidade dos dados, o teste de Shapiro-Wilk foi realizado.
Para constatar a homocedasticidade/homogeneidade aplicou-se o teste de Bartlett. Apds a
verificacdo da normalidade ou ndo normalidade dos dados foram utilizadas andlise de
varidncia paramétrica através de Anova-one way e teste Tukey a posteriori e analise de
variancia ndo paramétrica através de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, respectivamente, com
nivel de significincia de 5%. Para essas andlises o R Project for Statistical Computing foi

utilizado.
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7.1 Procedimento realizado em campo
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Ap6s as medicoes de todas as lagostas foi verificado que, de acordo com o Art. 7°

da Portaria n° 221, de 8 de junho de 2021, da Secretaria de Aquicultura e Pesca do Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2021 — Tabela 2), todos os individuos

estavam dentro dos tamanhos minimos de captura exigidos (Tabela 3).

Tabela 2 - Tamanhos minimos de captura de abdomen e cefalotérax das espécies Panulirus
argus e Panulirus laevicauda, de acordo com o Art. 7° da Portaria n° 221, de 8 de junho de
2021, da Secretaria de Aquicultura e Pesca do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento.

Espécie Ano

Comprimento da
abdomen (cm)

Comprimento do
cefalotorax (cm)

Lagosta-vermelha
2023
(Panulirus argus)

13

7,5

Lagosta-verde
2023
(Panulirus laevicauda)

11

6,5

Fonte: BRASIL, 2021.
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Tabela 3 - Medidas de peso e comprimento (cefalotérax e abdémen) das espécies e lagostas

analisadas.
Espécie de lagosta Peso (g) Cefalotérax (cm) Abd6men (cm)

353 7,4 13,6

310 6,8 13,0

Panulirus argus 360 7,3 13,6
571 8,6 15,2

567 8,6 15,4

403 7,6 13,2

406 7.6 14,4

618 9,2 15,0

401 7,3 14,2

395 7,6 13,7

435 7,9 14,6

288 7,2 11,7

473 8,7 13,3

Panulirus laevicauda 493 8.4 13,2
389 7,4 13,9

351 7,1 12,9

474 7,9 15,1

337 7,3 13,2

447 8,0 13,3

420 8,0 13,1

Fonte: AUTORA, 2023.

Esses tamanhos minimos garantem que o animal é maduro e ja se reproduziu pelo

menos uma vez (SOARES e PERET, 1998a; SOARES e PERET, 1998b). Desse modo, pode-

se inferir que todos os 20 animais analisados no presente estudo eram adultos.

7.2 Procedimento em laboratorio

7.2.1 Contagem Padrdo em Placas (CPP) — BHCs

7.2.1.1 Comparacgdo entre as duas espécies de lagostas
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A partir dos 16 tratamentos realizados, fez-se as Contagens Padrao em Placas
(CPP) de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis, para as espécies P. argus e P. laevicauda. Os
valores de BHCs obtidos nos diferentes estratos e espécies de lagostas foram comparados nos
tratamentos onde foi possivel a contagem. Assim, foram comparados os valores de BHCs nas
hemolinfas, os demais foram estimados. De acordo com a andlise houve diferenca estatistica
na abundancia de BHCs entre as duas espécies de lagosta. Uma maior abundancia de

microrganismos foi encontrada nas lagostas verdes (Figura 23, Tabela 4).

Figura 23 - Box Plot comparando a distribuicdio da abundancia de Bactérias
Heterotroficas Cultivaveis em lagosta P. argus (P.A) e P. laevicauda (P.L) por
meio das medianas, minimos, maximos e valores discrepantes (outliers).

1e+19

UFC/g ou mL

5e+181

0e+00+ .

Lagosta

Fonte: AUTORA, 2023.

Tabela 4 - Contagem de UFC de bactérias heterotréficas cultivaveis em lagostas Panulirus
argus e Panulirus laevicauda em quatro diferentes estratos anatdomicos.

Panulirus argus Panulirus laevicauda
Contagem (PCA) CPP (UFC) CPP (UFC)
Hemolinfa 2,48x107 3,29x108
Hepatopancreas 1,50x10° Incontaveis
Intestino Residente 3,95x10¢° Incontaveis
Intestino Transitorio 1,63x10° Incontaveis

Fonte: AUTORA, 2023.

Essa diferenca quantitativa de grupos bacterianos cultivaveis das lagostas pode ter
ocorrido devido ao habitat das espécies, que apesar de coexistirem numa mesma localizacao,
divergem quando relacionadas a profundidade, pois as lagostas verdes pertencem a regioes
mais rasas (regido de maré até 50 metros) (SILVA et al., 2008). A microbiota é regulada por

diversos fatores fisicos (luminosidade, temperatura, correntes, estratificacdo da coluna
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d’agua) e esse parametros podem ser limitantes para uma maior diversidade e abundancia com
o aumento da profundidade (CAVICCHIOLI, 2015).

A técnica de contagem em placas apresenta limitagOes ja discutidas na literatura,
entretanto, € entendimento comum a sua validade para acompanhamento da abundancia
bacteriana em diferentes matrizes. Por tanto, a determinacdo da densidade populacional de
bactérias cultivaveis nas lagostas, em duas diferentes espécies de grande importancia
econdmica é justificada para fins comparativos e para fornecer informagdes valiosas para
perspectivas futuras (HARRIS, 1993; AMANN et al., 1995).

Os estudos referentes a comunidade bacteriana de lagosta, em sua maioria, se
concentram no trato gastrointestinal. Outros poucos artigos descrevem a composi¢ao ou
variacdo da microbiota na hemolinfa e hepatopancreas desses crustaceos. As investigacoes
envolvendo hepatopancreas estdo mais relacionadas a alteracdes nos aspectos histologicos
(BASTTI et al., 2010; MEZITI et al., 2010; MEZITI et al., 2012; OOI et al., 2019; LIU et al.,
2020; ZAMORA-BRISENO et al., 2020; CHEN et al., 2021; DRAGICEVIC et al., 2021;
WANG et al., 2021; WU et al., 2021; XAVIER et al., 2021; CHENG et al. 2022; XUE et al.,
2022; GUILLEN-WATSON et al., 2023).

7.2.1.2 Comparagdo entre os estratos anatomicos da lagosta Panulirus argus e Panulirus

laevicauda.

Ao investigar a microbiota bacteriana dos estratos anatomicos de Panulirus argus
foi possivel perceber que I.R. e hepatopancreas foram os estratos com maior abundancia,
possuindo diferenca estatistica significativa da hemolinfa e do I.T (Figura 24 A). O
microbioma de Panulirus laevicauda se comportou um pouco diferente, havendo maior
abundancia em LR, I.T e hepatopancreas com diferenca estatistica significativa para a
hemolinfa (Figura 24 B). Em ambas espécies de lagosta, a hemolinfa estava entre os estratos

com menor abundancia (Figura 24 A-B).
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Figura 24 - Box Plot comparando a distribui¢do da abundancia de Bactérias Heterotroficas
Cultivaveis nos diferentes estratos de P. argus (A) e P. laevicauda (B) por meio das
medianas, minimos, maximos e valores discrepantes (outliers).
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Fonte: AUTORA, 2023.
L.R significa microbiota residente do intestino e I.T microbiota transitéria do intestino.

Sugita et al. (1987) ao estudar a microbiota de lagostas e caranguejos observaram
que as contagens viaveis totais do conteudo intestinal desses crustaceos variaram de 10° a 10°
células por g'. Mathew e Joseph (2019), ao realizar Contagem Padrdo em Placas (CPP) de
Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHCs) no intestino de lagostas Panulirus homarus
encontraram uma variacdo de 8x10* a 3,8x10° UFC/g. De acordo com Lein et al. (2022), a
carga bacteriana presente no sistema digestivo das lagostas variou de 10° para 10° por grama
de trato gastrointestinal. Todos esses resultados corroboraram com os achados no presente
estudo para a lagosta P. argus e diante do que foi observado estima-se que a lagosta P.
laevicauda possui maior abundancia.

Hernandez-Pérez e Soderhdll (2023), em seus estudos mostraram que as
comunidades microbianas intestinais dos lagostins apresentaram elevada plasticidade e que
essa abundancia é fortemente influenciada pela alimentacdo, especialmente em ambiente de
cultivo.

Dragicevic¢ et al. (2021), ao analisarem a comunidade bacteriana de tecidos de
lagostins (exoesqueleto, hemolinfa, hepatopancreas e intestino) de populacGes selvagens
Pacifastacus leniusculus, em diferentes localizagdes, ao longo de um rio na CroAcia,
perceberam que a microbiota sofre influéncia pela expansdo da area de distribuicao dos
lagostins. Como resultado, descobriram que o intestino estava entre os tecidos com menor

riqueza. Hernandez-Pérez et al. (2022) afirmaram que a composicao e a disponibilidade dos
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alimentos presente nos sedimentos de diferentes locais, habitos detritivoros de lagostins, a
competicdo por recursos e até mesmo a densidade de lagostas determinam a quantidade e
variabilidade da comunidade microbiana no intestino desses crustaceos. Esses mesmos
aspectos podem também influenciar a microbiota da hemolinfa, ja& que devido ao sistema
circulatério aberto nos crustaceos, esses microrganismos podem facilmente serem carreados
do intestino para a hemolinfa (HERNANDEZ-PEREZ; SODERHALL, 2023).

Oxley et al. (2002) e Johnson et al. (2008) averiguaram que a parte anterior do
intestino e o hepatopancreas de camardes possuem densidades bacterianas menores quando
comparados a por¢ao posterior do intestino. Assim sendo, quantitativamente, o0 microbioma
bacteriano no intestino de camardes ndo é igualmente distribuido. Tendo a regido posterior do
intestino abrangendo a maior abundancia de bactérias. Tal fato ainda nao foi esclarecido para
as lagostas.

Zhang et al. (2018) ao analisarem a hemolinfa de caranguejos, camardes e ostras
encontraram abundancia de mais de 2,6x10* UFC/mL de células microbianas e esses
individuos eram desprovidos de contaminacdo por hemécitos do hospedeiro. Portanto,
concluiram que a hemolinfa desses crustaceos saudaveis abriga uma vasta abundancia de
microrganismos.

Segundo Bartlett et al. (2008) o elevado nivel de bacteremia em lagostas pode ser
associado a localizagdo, época do ano, temperatura da agua, altos niveis de poluicdo ou outras
condicdes ambientais potencialmente imuno comprometedoras. Em seus estudos, a
abundancia elevada da microbiota da hemolinfa da lagosta Homarus americanus consistiu em
padrdes gerais de estresse e de mortalidade. Assim sendo, pode-se inferir que a baixa
abundancia de microrganismo encontradas na hemolinfa das espécies estudadas, quando
comparada aos demais estratos, leva a crer que esses animais, no momento da analise,
estavam em ambientes sem estresse aparente e estavam saudaveis.

Crustaceos saudaveis podem abrigar uma variedade de bactérias na hemolinfa sem
apresentar patologia sistémica ou sinais clinicos associados. Esse fendomeno é denominado
bacteremia assintomatica (WANG et al., 2015). Contudo, o estresse térmico pode ocasionar a
disbiose do microbioma hemolinfatico, levando a septicemia, como foi relatado em

Procambarus clarkii (lagostim vermelho do pantano) por Scott e Thune (1986).
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7.2.2 Contagem Padrdo em Placas (CPP) — género Vibrio
7.2.2.1 Comparagdo da CPP total entre as duas espécies de lagostas

Ao comparar a contagem total de ambas espécies constatou-se nao haver diferenca
significativa na abundancia desse género. Mostrando que os vibrios possuiam abundancia
relativa semelhante em lagostas vermelhas e verdes (Figura 25). Essa comparacao foi

realizada a partir das analises de CPPs das cepas de lagosta verdes e vermelhas (Tabela 5).

Figura 25 - Box Plot comparando a distribuicdo da abundancia de bactérias de
genero Vibrio em lagosta P. argus (P.A) e P. laevicauda (P.L) por meio das
medianas, minimos, maximos e valores discrepantes (outliers).

UFC/g ou mL

Lagosta

Fonte: AUTORA, 2023.

Tabela 5 - Contagem Padrdao em Placas (CPP) de cepas cultivadas em meio TCBS, de lagostas
Panulirus argus e Panulirus laevicauda nos diferentes estratos.

Panulirus arqus Panulirus laevicauda
Contagem (SAC) CPP TOTAL CPP TOTAL
; + 1,15x1(F UFC/mL _ ; 3,07x 1 UFC/mL :
Hemolinfa 1,15x10F UFC/mL — 3,08x10* UFC/mL
1] 1,00x108 UFC/mL
+ 5,53x 10 UFC/, 2,98x108 UFClg :
Hepatopancreas L B 5,53x10F UFC/g X IE 3,98x10° UFC/g
0 1,00x10% UFCig
+ 5,93x 108 UFCY, 1,85x 10+ UFCY
LR. ph 8 | §,73x10° UFC/g SRt ol D, 25x10¢ UFClg
- 8,00x10F UFC/g 4,00x10% UFClg
+ # u 2] ) T UIECY )
L1 2,38x10°F UFC/g 320107 UFC/g 4,18x107 UFCig 5,86x107 UEClg
- 8,25x100 UFC/g 1,68x107 UFC/g

Fonte: AUTORA, 2023.
LR significa microbiota residente do intestino e I.T microbiota transitéria do intestino.

As bactérias do género Vibrio sdo amplamente dispostas no ambiente marinho.

Por mais que diversas espécies sejam relatadas como agentes patogénicos em crustaceos, esse
microrganismo é identificado como um dos mais importantes constituintes do microbioma

natural desses animais (CHISTOSERDOV et al., 2005; BATTISON et al., 2008; BARTLETT
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et al., 2008; OOI et al., 2017; HOLT et al., 2020; JUNG et al., 2021; HERNANDEZ-PEREZ
etal., 2022).

Nos crustaceos, Vibrio spp. habitam uma diversidade de 6rgaos e tecidos, como o
hepatopancreas, o intestino, a hemolinfa, o coracdo, os 6rgdos linféides, o misculo somatico,
as branquias, a carapaca e o musculo. Esse género de bactéria pode ser encontrado em todo o
ciclo de vida desses animais (NOGA et al., 2000; Munoz et al., 2004; BURGENTS et al.,
2005; URAKAWA; RIVERA 2006), sendo detectado nos 6rgdos de animais saudaveis,
compondo a microbiota natural (KENNEDY et al., 2006, CASTEX et al., 2014; GAO et al.,
2019) e a deteccdo desses microrganismos ndo necessariamente significa uma eventual

infeccdo (ZHENG et al., 2017).

7.2.2.2 Comparacgdo de CPP total entre os estratos anatomicos da lagosta Panulirus argus e

Panulirus laevicauda

Ao examinar os estratos da P. argus verificou-se que houve uma diferenca
significativa na abundancia de vibrio na microbiota residente do intestino (I.R) quando
comparada ao hepatopancreas e a hemolinfa, mas, nao houve essa diferenca significativa ao
comparar com a microbiota transitoria do intestino (I.T). Sendo os estratos I.R e I.T com
maior contagem de vibrio. Porém, o mesmo ndo foi observado para P. laevicauda, nao

ocorrendo diferenca entre os estratos (Figura 26 A-B).

Figura 26 - Box Plot comparando a distribui¢do da abundancia de bactérias do género Vibrio
nos diferentes estratos de P. argus (A) e P. laevicauda (B) por meio das medianas, minimos,
maximos e valores discrepantes (outliers).

@ P. argus IE P. laevicauda

UFC/g ou mL
UFC/g ou mL

Hemolinfa Hepatopancreas IR 1T Hemolinfa Hepalopancreas LR 15T

Fonte: AUTORA, 2023.
LR significa microbiota residente do intestino e I.T microbiota transitéria do intestino.
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Ueda et al. (1995), ao contrastarem o microbioma de lagostas com outros animais
costeiros como gastropodes, peixes e outros crustaceos, observaram que o género Vibrio foi
dominante no trato gastrointestinal de todos esses individuos. Porém, distintas espécies desse
microrganismo eram prevalentes nos diferentes tipos de animais. Assim sendo, os autores
concluiram que a variedade dessa bactéria no trato intestinal desses animais pode ser
especifica.

Hernandez-Pérez et al. (2022) em seus estudos encontraram Vibrio como um dos
principais géneros no intestino da lagostas Pacifastacus leniusculus e perceberam que ao
expor esses animais a concentracoes ambientalmente relevantes do antibiético sulfametoxazol
ocorreu um aumento de bactérias quitinoliticas, incluindo espécies de vibrio.

Zhang et al. (2022), constataram que 0s quatro principais géneros de bactérias no
intestino de Procambarus clarkii, eram Shewanella (28,60-16,08%), Vibrio (19,45-5,98%),
Bacteroides (13,28-6,45%) e Aeromonas (6,00-2,50%).

Ademais, Foysal (2023) a partir de uma meta-analise, buscou informacdes sobre
as diferencas de composicdao microbiana a nivel de género para encontrar bactérias intestinais
centrais ou residentes e Vibrio foi o tinico género identificado em mais de 95% das amostras.
Esse mesmo estudo revelou que ha uma maior abundancia de espécies em sistemas de cultivo
de agua doce, com a dominancia de espécies de Vibrio quando comparados a ambientes de
aguas salgadas, no qual ocorre predominancia de outros géneros.

A cuticula de quitina que possui a por¢dao posterior do intestino pode estar
relacionada com a abundancia desse género, uma vez que € apontada como importante
substrato para aderéncia e colonizagdo para essa bactéria (SOONTHORNCHA et al., 2015).

A existéncia ou ndo de Vibrio spp. na hemolinfa ndo deve ser enxergada como
fator decisivo utilizado como diagnéstico para individuos doentes ou saudaveis, pois as
bactérias desse género colonizam normalmente o liquido corpéreo dos crustdceos. £ possivel
notar que a quantidade de vibrios cultivaveis nesse estrato diminui com o tempo, isso pode
estar associado com efeitos bacteriostaticos mediados por peptideos antimicrobianos

(BURGENTS et al., 2005).

7.2.2.3 Contagem diferencial de vibrio de acordo com a utilizagdo de sacarose

Ao fazer a comparacdo separadamente das cepas capazes de consumir sacarose
(Sact) das ndo capazes (Sac-) constatou-se que estatisticamente ndo ocorreu diferenca
significativa entres elas (Figura 27 A-B). O mesmo ocorreu ao comparar as duas espécies de

lagostas estudadas.
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Figura 27 - Box Plot comparando a distribuicao da abundancia de bactérias do género Vibrio
de acordo com a utilizacdo ou ndo de sacarose (Sac+) ou (Sac-) de P. argus (A) e P.
laevicauda (B) por meio das medianas, minimos, maximos e valores discrepantes (outliers).

m P. argus | @ P. laevicauda

UFC/g ou mL
UFC/g ou mL

Sac - Sac + Sac +

Fonte: AUTORA, 2023.

Esses resultados diferem dos achados por Lima (2007), que encontrou uma maior
quantidade de vibrio Sac+ em pos-larvas de camardes. De acordo com Menezes (2005), os
criadores de camardo, geralmente, fazem uma correlacdo da quantidade de vibrios Sac+ e
vibrios Sac- a fim de tentar evitar o surgimento de doencgas. Porém, ndo ha base cientifica
comprovando essa relacdo, pois tanto as espécies positivas como negativas sao causadoras de

patogenicidade em animais aquaticos (VIEIRA et al., 2000).

7.2.3 Selecdo e isolamento das colonias

Cento e sessenta colonias foram isoladas, sendo escolhidas 10 colonias
representando cada estrato anatdmico das duas espécies de lagostas analisadas e crescidos em
meio de cultivo ndo seletivo (BHCs) e seletivo para o género Vibrio.

Do total de cepas, cento e nove foram viaveis. Sendo cinquenta e oito bactérias
heterotroficas cultivaveis: hemolinfa (5); hepatopancreas (6); intestino - microbiota residente
(10); intestino - microbiota transitéria (8), pertencente a lagosta vermelha e hemolinfa (6);
hepatopancreas (6); intestino - microbiota residente (9); Intestino - microbiota transitéria (8),
relacionados a lagosta verde; e cinquenta e uma presuntivas para o género Vibrio: hemolinfa
(5); hepatopancreas (7); intestino - microbiota residente (6); intestino - microbiota transitéria
(6), pertencente a lagosta vermelha e hemolinfa (5); hepatopancreas (5); intestino -

microbiota residente (9); intestino - microbiota transitéria (8), relacionados a lagosta verde.
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7.2.4 Técnica de coloragcdo em Gram

Todas as cepas foram submetidas a técnica de coloracdo em Gram e apenas duas

delas pertencentes as Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHCs), originarias do
hepatopancreas das lagostas P. laevicauda, foram constatadas como bastonetes curtos, Gram
positivas e com capacidade para esporular. Ademais, as estirpes estudadas variaram entre
bastonetes curtos a médios, Gram negativos. Desse modo, ao comparar as cepas do grupo de
BHCs, houve diferenca significativa entre bactérias Gram positivas e negativas, havendo um
dominio de bactérias Gram negativas nas duas espécies de lagostas estudadas (Tabela 6). Ao
confrontar P. argus com P. laevicauda, ndo ocorreu diferenca significativa em relacdo a

morfologia de parede entre as bactérias isoladas nas duas espécies de lagosta.

Tabela 6 - Perfil da morfologia da parede celular (Gram) de Bactéria Heterotréficas
Cultivaveis (BHCs) de lagostas P. argus e P. laevicauda em diferentes estratos anatdmicos.

Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHCs) Bactérias Heterotréficas Cultivawveis (BHCs)
advindas de P. argus (lagosta vermelha) advindas de P. laevicauda (lagosta verde)
Estrato anatomico Codigo Estrato anatomico Codigo
{origem) da cepa Gram (origem) da cepa Gram
31 - 11 -
32 - 14 -
36 - 15 -
Hemo linfa Hemolinfa
37 - 18 -
<0 - 15 -
=3 (% ] 20 -
72 - 51 -
73 - 53 -
74 = N 54 .
Hepatopancreas Hepatopancreas
79 - 55 +
7T - 56 -
80 - 59 -
111 - 91 -
112 - = he -
113 - 93 -
114 - S -
Microbiota residente 115 - Microbiota residente 895 -
do Intestino 116 2= do Intestino g7 _
117 - 98 -
118 N 100 =
119 - 5 &
120 - © &
151 = 131 =
152 - 132 -
153 - 133 _
154 u 134 =
Microbiota transitoria 157 N Microbiota transitoria 136 -
do Intestino do Imtestino
158 - 137 -
159 - 138 -
160 - 140 =
3 €3 135 -

Fonte: AUTORA, 2023.

Esse resultado corrobora com os achados da revisdao sistematica do presente

estudo, pois os principais géneros encontrados revelaram que Acinetobacter, Aeromonas,
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Candidatus Bacilloplasma, Candidatus Hepatoplasma, Citrobacter, Hafnia, Photobacterium,
Pseudomonas, Shewanella e Vibrio foram os mais encontrados em lagostas ao redor do
mundo. Desses achados, apenas os géneros Candidatus Bacilloplasma e Candidatus
Hepatoplasma nao sao Gram negativos.

De acordo com Moss et al. (2000), a qualidade do ambiente pode ter interferéncia
na abundancia de bactérias no intestino de camardes L. vannamei, pois em seus estudos
perceberam uma menor contagem de bactérias aerdbias, Gram negativas em intestinos de
animais criados em ambiente eutr6ficos em comparacdo com animais criados em ambiente

oligotroéfico.

7.2.5 Testes bioquimicos: presenga de citocromo-oxidase e viés metabdlico pela utilizagcdo

da glicose (O/F) - BHCs

Ao fazer a andlise da existéncia de citocromo-oxidase em BHCs, ndo se observou
supremacia dessa enzima nas cepas das lagostas vermelhas. O hepatopancreas dessa espécies
de crustaceo apresentou cinco cepas oxidase negativa e apenas uma oxidase positiva, nos
demais estratos as cepas eram (O+) (Tabela 7).

Houve dominancia significativa de (O+) nas cepas das lagostas verdes. Apenas
uma cepa, originaria do hepatopancreas, ndo possuia citocromo-oxidase. Essas enzimas sdo
componentes da cadeia de conversao de energia que catalisa a redu¢ao do oxigénio em agua e,
portanto, sdo necessarias para a sintese de Adenosina Trifosfato (ATP) (KADENBACH,
2018). Portanto, ao comparar o hepatopancreas das duas espécies de lagosta, o presente
estudo sugere que nesse estrato as bactérias das lagostas verdes possam ter uma maior
producdo de ATP para gastos energéticos (Tabela 7).

Um total de 47 (81%) cepas BHCs isoladas, independentemente de estrato
anatomico ou da espécie de lagosta, possuia a capacidade de usar a glicose tanto pela via
oxidativa como pela fermentativa, sendo portanto microrganismos anaerdbios facultativos
(HUGH e LEIFSON, 1953). Ao fazer uma comparagao entre as espécies de lagosta é notdria a
predominancia dessa capacidade no microbioma de P. argus, pois apenas duas cepas
originarias da microbiota residente do intestino dessa lagosta ndo possuia capacidade de
utilizar glicose. A bacteriota do hepatopancreas de P. laevicauda foi composto por cinco
cepas nao utilizadoras de glicose e apenas uma cepa capaz de utilizar a glicose pelas vias

oxidativa e fermentativa (Tabela 7).
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Tabela 7 - Perfil bioquimico a partir do teste da presenca da enzima citocromo-oxidase e
teste para analise do viés metabodlico pela utilizacdo da glicose (O/F) em Bactéria
Heterotroficas Cultivaveis (BHCs) em lagostas P. argus e P. laevicauda, em diferentes
estratos anatomicos.

Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHCs) advindas de P | Bactérias Heterotrdficas Cultivaveis (BHCs) advindas de
argus (lagosta vermelha) P laevicauda (lagosta verde)
Estrato Oxidativo/ Estrato Oxidativo/
anatamico Codige |Citocromo | fermentativoe de anatbmico Codigo | Citocromo | fermentativo de
(origem) da cepa oxidase glicose (O/F) (origem) da cepa oxidase glicose (0/F)
31 + O+F 11 + O+F
32 + O+F 14 + O+F
36 + O+F 16 + O+F
Hemolinfa Hemolinfa -
37 + O+F 18 + (8]
40 + O+F 15 + O+F
{6} 6] 6] 20 P (8]
72 O+F 51 + ND (A)
73 O+F 53 + ND (A)
74 O+F 54 +: ND
Hepatopidncreas Hepatopincreas
it + O+F 55 ND
77 0O+F 56 + ND
a0 O+F 54 + O+F
111 + O+F 91 * H+F
112 + O+F 92 + O+F
113 B O+F 93 + ND {A)
114 + O+F 94 + O+F
Microbiota 115 + 0O+F Microbiota a5 + O+F
residente do ; residente do
Intesting 116 i O+F Intestino 97 s O+F
117 + O+F 98 + (8]
118 + O+F 100 + O+F
119 + O+F 3 5] 5]
120 + O+F 6] (5] ©
151 + O+F 131 + O+F
152 + MD{A) 132 + O+F
153 + ND{A) 133 . O+F
y . 154 + O+F ; . 134 + O+F
Microbiota Microbiota
transitoria do 157 + O+F transitdria do 136 + O+F
Intesti Intesti
i 158 + O+F . 137 ¥ O+F
159 + O+F 138 + O+F
160 + O+F 140 + O+F
i} 6} 6] 135 + O+F

Para o teste oxidativo-fermentativo de glicose (O/F): O+F= cepas oxidativa e fermentativa; ND= cepas
nao degradadoras de glicose; ND (A) = ndo degradadora com producdo de amina; O= oxidativa.
Fonte: AUTORA, 2023.

Tirloni et al. (2016), ao analisar lagostas Homarus americanus verificaram que
43,1% das cepas retiradas do musculo, branquias e intestino desses animais eram anaerobias

facultativas, enquanto 56,9% restantes eram aerébias.



68

De acordo com o Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey (STALEY et
al., 2005) bactéria Gram negativa, oxidase positiva e anaerobias facultativas podem pertencer
aos géneros Vibrio e Aeromonas. Esses dois géneros foram dominantes na lagosta vermelha.
Ja em P. laevicauda é possivel notar uma maior variedade de microrganismos em relagdao a
capacidade de degradacdo da glicose, havendo além de bactérias capazes de oxidar e
fermentar, microrganismos apenas oxidativos e também individuos ndo utilizadores desse

carboidrato.

7.2.6 Producdo de exopolissacarideo — BHCs

Ao investigar a producdao de exopolissacarideo em bactérias heterotréficas
cultivdveis de forma geral, foi perceptivel a hegemonia de microrganismos com essa
capacidade (47 cepas - 81%). Porém, ao analisar a espécie P. argus, a microbiota residente do
intestino possuia uma microbiota composta por nove cepas ndo capazes de produzir
exopolissacarideo (-) e uma Unica com essa capacidade (+). Nos demais estratos todas as
cepas tinham essa aptidao (Tabela 8).

Para P. laevicauda, as cepas produtoras de exopolissacarideo eram predominantes
em sua microbiota, independentemente de estrato anatomico. Apenas uma cepa originaria do
hepatopancreas e uma advinda da hemolinfa eram inaptas a producdo de exopolissacarideo

(Tabela 8).
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Tabela 8 - Perfil da producdo de exopolissacarideo em Bactéria Heterotréficas Cultivaveis
(BHCs) de lagostas P. argus e P. laevicauda em diferentes estratos anatomicos.

Bactérias Heterow oficas Cultivaveis (BHCs) Bactérias Heterotraficas Cultivaveis (BHCs)
advindas de P argus (lagosta vermelha) advindas de B laevicauda (lagosta verde)
Estrato anatbmico Codigo Producao de Estrato anatémico Codigo Producao de
(origem) da cepa | exopolissacarideos (origem) da cepa | exopolissacarideos
31 + Il +
32 + 14 +
36 + 16 +
Hemuolinfa Hemolinfa
a7 + 18 +
440 + 15 +
5] ] 20 =
72 + 51 +
73 + 53 +
" T4 + N 54 -+
Hepatopancreas Hepatopancreas
il + 55 -
Tr + 56 +
80 + 559 +
L1t - 91 +
L2 = 92 +
113 - 93 +
114 - Y =
Microbiota residente 115 - e I-l'_‘rl]hllllﬂ 95 +
do Intestino residente do
116 - Intestino 97 +
L1 = 28 +
118 = 1O +
L1 - 5 ] 15 ]
L2200y + 5 ] {5 ]
151 + 131 <+
152 + 132 +
153 + 133 +
= < 154 + 23 . 134 +
Microbiota L Microbiota
wansitéria do 157 -+ wansitdria do 136 +:
Intes tinog Intestino -
158 + 137 +
L59 + 138 -+
GO +*: L4 +
{5 ] 5] 135 +

Fonte: AUTORA, 2023.

A formacdo de exopolissacarideo é um processo dinamico. Inicialmente, as
bactérias se organizam em microcolonias e por meio de divisao celular e/ou recrutamento de
outras células esses microrganismos crescem e revestem-se numa matriz extracelular. No
interior desta matriz podem ser formadas organizacées complexas que facilitam a absorcao
de nutrientes (HALL-STOODLEY et al., 2004; TOUTAIN et al., 2004)

As bactérias com habilidade de formar biofilme tém menos chances de serem
expulsas e desse modo podem ter um papel protetor da microbiota saudavel, por meio da
producdo de compostos inibitérios, competicao por nutrientes e locais de adesdo e protecao
contra agentes patogénicos, em superficies como pele, branquias e trato gastrointestinal

(GRZESKOWIAK et al., 2012).
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Whittenet al. (2014) compararam as comunidades de biofilmes bacterianos de
duas espécies de lagosta (Homarus gammarus e H. americanus), de individuos saudaveis e
portadores de doencas na carapaga. Esse estudo revelou abundancia e diversidade nas
comunidades dos biofilmes na superficie de bactérias doentes e saudaveis. Meres et al. (2012)
ao estudarem lagostas com doengas epizoOticas na carapaca identificaram que mudangas
disbidticas no biofilme microbiano da carapaca desempenhou fungdo essencial na etiologia da
doenca. Os resultados desse estudo indicaram que as lesdes avaliadas estavam relacionadas
com um componente polimicrobiano ao invés de serem ocasionadas por um agente

patogénico discreto.

7.2.7 Testes bioquimicos: confirmagdo de presenca de citocromo-oxidase e viés metabolico

pela utilizagdo da glicose (O/F) do género Vibrio

Todas as cepas analisadas eram Gram negativas. A partir dos testes bioquimicos
para confirmacdo de presenca de citocromo-oxidase e viés metabdlico pela utilizagdo da
glicose (O/F), constatou-se que das 24 cepas analisadas 18 eram oxidase positiva e anaerobias
facultativas em P. argus, enquanto das 27 bactérias investigadas 17 possuiam essas duas
principais caracteristicas do género Vibrio em P. laevicauda. Além disso, foi possivel
encontrar microrganismos incapazes de degradar glicose em P. argus e P. laevicauda.
Somente a lagosta verde apresentou individuos apenas oxidativos para esse carboidrato.
Acredita-se que as cepas que ndo apresentaram enzima citocromo-oxidase e que nao foram
capazes de utilizar a glicose pelas duas vias metabolicas sejam outros géneros de bactérias

(Tabela 9).
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Tabela 9 - Testes bioquimicos: confirmacdo de presenca de citocromo-oxidase e viés
metabdlico pela utilizagcdo da glicose (O/F) do género Vibrio nas lagostas P. argus e P.
laevicauda, em diferentes estratos anatomicos.

Bactérias presuntivas do género Vibrio advindas de F. Bactérias presuntivas do género Vibrio advindas de P
argus (lagosta vermelha) laevicouda (lagosta verde)
Estrato leida‘l:iv_n.-’ _ Oxidat ivt:uf
ol fermentativo Estrato fermentativo
a;;a:i;:::)u Codigo l'.:itn:crnmn de glic_ase anat_ﬁﬂuicn Codigo I'_Iim::mmn de glicose
da cepa oxidase {OVE) (origem) da cepa oxidase {OVE)
21 + O+F 2 cr O+F
24 = ND 3 + ND
Hemolinfa 25 + O+F Hemolinfa 4 - O-+F
26 + O+F B8 + O+F
27 + O+F ] + O+F
61 + O+F 43 + O+F
62 + O+F 44 + O+F
63 + ND 46 + O+F
Hepatop ancreas 64 + O+F Hepatopincreas 48 - O-+F
66 + O+F 49 + O+F
67 + O+F (5] (5] 6]
B9 + O+F 5] 6] ©
101 + O+F 81 + O
102 + O+F B2 + ND
103 + O+F H3 ¥ ND
Microbiota e + ND Microbiota i ! e
residente do 109 + ND residente do 86 - MND
Intestino = = S E Intestino o = O
© 1G] 5] B8 + O+F
© ©“ 4] B9 + F
& @ 3 o0 +4 O+F
142 + O+F 121 + O+F
143 - ND 122 + O+F
145 + O+F 124 + ND
Microbiota 147 + O+F Microbiota 125 T O+F
transitoria do transitoria do
Intestino 148 g ND Intestino 126 " O+F
149 + O+F 127 +4 O+F
[5] 2 f5) 129 H F
6] 3 5] 130 + O+F

Fonte: AUTORA, 2023.
Para o teste oxidativo-fermentativo de glicose (O/F): O+F= cepas oxidativa e fermentativa; ND= cepas
nao degradadoras de glicose; ND (A) = ndo degradadora com producdo de amina; O= oxidativa.

7.2.8 Producdo de exopolissacarideo — género Vibrio

As cepas obtidas a partir do meio seletivo para vibrios ndo apresentaram diferencga
estatisticamente significativa entre as bactérias produtoras de exopolissacarideo (+) e as nao
produtoras (-) em nenhuma das duas espécies de lagosta estudadas. Ao analisar os estratos

separadamente em P. argus e P. laevicauda é possivel perceber que a microbiota da
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hemolinfa, do hepatopancreas e do intestino residente eram compostas pela maioria das cepas
formadoras desses agregados, com destaque para o hepatopancreas e I.R em P. laevicauda

com 100% das cepas produtoras de exopolissacarideo (Tabela 10).

Tabela 10 - Perfil da producdo de exopolissacarideo em bactéria do género Vibrio de
lagostas P. argus e P. laevicauda em diferentes estratos anatdomicos.

Bactérias presuntivas do género Vibrio advindas de P Bactérias presuntivas do género Vibrio advindas de P
argus (lagosta vermelha) laevicauda (lagosta verde)
Estrato anatdmico | Codigo da Producao de Estrato anatomico | Codigo da Produciao de

({origem) cepa exopolissacarideo (origem) cepa exopolissacarideo
21 = 2 +
24 + 3 -
Hemo linfa 25 + Hemolin fa < +
26 "% 8 =
27 - 9 +
&1 = 4 +
B2 o -H +
a3 + b e
Hepatop dncreas G + Hepatopancreas 48 +
(215 b ] +
67 + ] (=]
(3= - 3 3
101 s H1 -+
102 + a2 =
103 - B3 +
Microbiota ks _ Microbiota &5 t
residente do 109 b residente do 86 -+

Intestino Intestino
1140 - a7 +
&3 3 BB +
3 ] 89 -
] 3 90 +
142 + 121 -
143 = 122 =]
145 = 124 =
Microbiota 147 - Microbiota 125 +
transitoria do transitoria do

Intestino 148 + Intestino 126 =+
145 = 127 -
] 5 | 1245 -
%] (] 130 +

Fonte: AUTORA, 2023.

Possuir a capacidade de se adaptar as mudancas no ecossistema aquatico ou aos
seus hospedeiros é uma situacdo critica para a sobrevivéncia de espécies de Vibrio. Um
aspecto chave para sobreviver é a capacidade de formar biofilmes (DONLAN; COSTERTON,
2002). No entanto, a formacdo de biofilme dessas bactérias depende de diversos aspectos,
como genes especificos responsaveis pela biossintese de flagelos, pili e exopolissacarideos,
além de processos regulatrios, como por exemplo o quorum sensing ou em portugués o

sensor de quéorum ou densidade. Algo que vale salientar é que como a produgdo de
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exopolissacarideos também esta presente em agentes patogénicos do género Vibrio, elucidar
como ¢ feita a formacdo e regulacdo desses biofilmes podem ser tteis como base para o
desenvolvimento de novos tratamentos e estratégias de prevenc¢ado contra doencas associadas a

esse microrganismo (YILDIZ; VISICK, 2009).

7.2.9 Perfil enzimdtico das Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHCs)

Ao investigar o perfil enzimatico de BHCs, a partir dos estratos anatdmicos, das
lagosta P. argus foi possivel perceber que essa microbiota era composta por bactérias
contendo enzimas proteoliticas, lipoliticas, amiloliticas e celuloliticas. Contendo
principalmente lipases e amilases. A enzima caseinase foi escassa principalmente na
microbiota residente do intestino desses animais. Bactérias da microbiota residente e
transitoria do intestino desse crustaceo nao possuiam elastase. Essa enzima juntamente com a
celulase foram as mais raras na composicdo desse microbioma. Uma cepa especifica (151),
pertencentes a microbiota transitoria de intestino se mostrou eficiente na digestao de diversos
alimentos ao apresentar seis das sete enzimas testadas. Ademais, bactérias originarias da
hemolinfa (36), hepatopancreas (79, 80), microbiota residente do intestino (113) e microbiota
transitoria (152, 153 e 160) possuiam cinco das sete enzimas analisadas (Tabela 11).

Ao averiguar o perfil enzimatico das BHCs de lagosta P. laevicauda constatou-se
que o microbioma da hemolinfa, do hepatopancreas, da microbiota residente e transitéria do
intestino desses animais possuia cepas contendo enzimas com capacidade proteolitica,
lipolitica, amilolitica e celulolitica. Composta principalmente por proteases (caseinase,
gelatinase) e amilases. Fosfolipase foi escassa nas cepas do hepatopancreas, enquanto lipases
foram e menos evidentes na microbiota residente desses animais. Elastases e celulases foram
enzimas raras nas bactérias dessa espécie de lagosta. Cepas originaria da hemolinfa (14) e
hepatopancreas (55, 59) das lagostas verdes merecem destaque pela presenca de seis das sete
enzimas analisadas. Além dessas, cepas advindas da hemolinfa (11, 20), microbiota residente
do intestino (91, 95, 100), microbiota transitéria do intestino (131, 132, 138, 140, 135)
possuiam cinco das sete enzimas investigadas (Tabela 11).

A comunidade bacteriana pertencente as lagostas vermelhas foi
predominantemente capaz de produzir lipases. Nao se observou esse predominio nas bactérias
oriundas das lagostas verdes. A presenca de amilases foi constatada em todos os estratos
anatomicos de P. argus e P. laevicauda. Todas as cepas transitérias do intestino de P. argus e

todas as cepas residentes do intestino de P. laevicauda possuiam a competéncia de degradar
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amido. Notoriamente, o hepatopancreas foi o estrato com menor abundancia dessa atividade
enzimatica. A existéncia de celulases foi percebida em todos os estratos estudados nas
lagostas. Foi perceptivel a escassez dessa atividade enzimatica quando comparada a outra

carboidrase (amilase) (Tabela 11).

Tabela 11 - Perfil enzimatico em Bactéria Heterotroficas Cultivaveis (BHCs) de lagostas P.
argus e P. laevicauda em diferentes estratos anatdmicos.

Bactérias Heterotraficas Cultivaveis (BHCs) advind as de Bactérias Heterotrificas Cubltivaveis (BHC s) advindas
P argus (lagosta vermelha) de B laevicauda (lagosta verde)
Estrato anatimico Estratn
(origem) Cadigo o anat‘ﬁrru'cn Codigo . o
da cepa Perfil enzimatico {origem) da cepa Perfil enzrimatico
31 Cas, Elas, Lip, Fosf 11 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
32 Lip, Cel 14 Cas, Gel, Elas Lip, Fosf, Ami
— 36 Cas, Elas, Lip, Fosf, Ami P— 16 Cel
37 Cas, Gel, Fosf, Ami 18 Cas, Gel, Lip,
40 Cas, Elas, Lip, Fosf 15 Fosf, Ami
) 5] 20 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
72 Cas, Elas, Lip, Cel 51 Cas, Gel, Lip,
73 Elas, Cel 53 Cas, Gel, Lip, Fosf,
~ 74 Cel _ 54 Cas, Gel, Elas, Cel
e 79 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami Sl 55 Cas, Gel, Elas, Lip, Ami, Cel
77 Cas, Gel, Lip, Fosf 56 Gel, Elas, Cel
80 Cas, Gel, Lip, Fosf, Cel 59 Cas, Gel, Elas, Lip, Ami, Cel
111 Lip, Fosf, Ami 91 Cas, Gel, Fosf, Ami, Cel
112 Lip; Fosf, Ami 92 Cas, Gel, Fosf, Ami
113 Cas, Lip, Fosf, Ami, Cel 93 Cas, Ami
114 Lip, Fosf G Cas, Gel, Fosf, Ami
Microbio ta 115 Lip, Fosf Microbiota 95 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
residente do residente do
Intestino 116 Gel, Lip, Ami Intestino 97 Cas, Gel, Fosf, Ami
117 Gel, Lip, Fosf 9B Cas, Ami
118 Cas, Gel, Ami 100 Gel, Lip, Fosf, Ami, Cel
119 Gel, Lip, Ami “ (5]
120 Lip © @
151 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami, Cel 131 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
152 Cas, Gel, Lip, Ami, Cel 132 Cas, Lip, Fosf, Ami, Cel
153 Cas, Gel, Lip, Ami, Cel 133 Cas, Lip, Fosf, Ami
Miciobiota 154 Cas, Gel, Fosf, Ami Microbiota 134 Fosf, Ami
transitoria do 157 Cas, Gel, Lip, Ami transitoria do 136 Cas, Gel, Lip
Lnesting 158 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami It st 137 Cas, Lip, Ami, Cel
159 Lip, Fosf, Ami 138 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
160 Cas, Lip, Fosf, Ami, Cel 140 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
©“ “r 1325 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami

Fonte: AUTORA, 2023.

Cas= caseinase, Gel= gelatinase, Elas= elastase, Lip= lipase, Fosf= fosfolipase, Ami= amilase, Cel=quitinase

Glass e Stark (1994) verificaram a atividade de proteases do estdmago e
hepatopancreas de Homarus gammarus e perceberam que a hidrdlise de caseina foi
semelhante nos dois estratos. No hepatopancreas, foi encontrado endoprotease - elastase.

Rahman et al. (2019) tiveram como objetivo avaliar a distribuicdo de bactérias
produtoras das enzimas protease, amilase e lipase do trato digestivo de lagostas da espécie

Panulirus ornatus. Os resultados mostraram que a comunidade bacteriana do sistema
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gastrointestinal desse crustaceo era composta por cepas proteoliticas (27,45%), amiloliticas
(23,53%) e lipoliticas (21,77%).

Kumar et al. (2010) compararam a variedade da microbiota de lagostas Panulirus
versicolor selvagens com lagostas criadas em laboratério e descobriram que a comunidade
bacteriana encontrada no intestino anterior dos crustaceos selvagens era dominada por
bactérias celuloliticas, enquanto bactérias proteoliticas eram mais abundantes no intestino
anterior dos individuos criados em laboratério. Esses achados indicam que o comportamento
alimentar das lagostas podem modificar o microbioma capaz de sintetizar enzimas no sistema
digestivo desses animais.

A distribuicao geografica dos crustaceos faz com que esses individuos se
exponham a uma ampla gama de condi¢Ges ambientais como diferentes faixas de temperatura
e salinidade, por exemplo. Aliado a isso, a ingestdao de variedades de alimentos faz com que
esses individuos possuam abundancia e diversidade de enzimas digestivas distintas, como
predominio de celulase naqueles individuos que se alimentam de vegetais. No entanto, todas
as espécies compartilham enzimas digestivas principais como lipases e amilases
(RODRIGUEZ-VIERA, 2021).

As lagostas costumam se alimentar de peixes vivos, moluscos, outros crustaceos,
vermes aquaticos e algumas algas, sendo portanto considerados onivoros e consequentemente
a microbiota presente no sistema digestivo de lagostas consiste principalmente em bactérias
proteoliticas, amiloliticas, lipoliticas e celuloliticas (KUMAR et al. 2010; RAHMAN et al.,
2019). Outras bactérias como as do género Flavobacterium presentes no intestino de lagostas
tém o potencial de hidrolisar polissacarideos complexos. Todos esses microrganismos sao
necessariamente importantes (WASKIEWICZ; IRZYKOWSKA, 2014).

De acordo com Menezes (1991), a dieta das lagostas vermelhas e verdes, no
Brasil, é composta principalmente por moluscos, gastropodes e crustaceos, tendo como
alimentos secundarios algas, equinodermas e corais. Sendo, portanto, as lagostas animais
onivoros. Esse habito alimentar pode justificar os achados do presente estudo, que mostrou
uma microbiota rica em proteases e lipases. A baixa quantidade de atividade de celulase pode
ser explicada pelas algas serem apenas alimentos secundarios encontrados nos conteudos
estomacais de P. argus e P. laevicauda. No entanto, é indicado que um estudo mais atual
sobre o contetido estomacal de ambas as espécies de lagostas seja realizado para verificar se
ndo houveram mudancas em seus habitos alimentares e por conseguinte alteracoes na

diversidade e abundancia da microbiota destes animais.
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7.2.10 Perfil enzimdtico do género Vibrio

Ao investigar o perfil enzimatico das bactérias do género Vibrio, a partir dos
estratos anatomicos, das lagostas P. argus foi possivel identificar um microbioma composto
por bactérias contendo enzimas proteoliticas, lipoliticas, amiloliticas e celuloliticas. Contendo
principalmente fosfolipases e amilases. A microbiota transitoria do intestino demonstrou ser o
estrato com menor presenca de caseinase. Foi evidente a supremacia da atividade proteolitica
na quebra de gelatina na hemolinfa dessa espécie de lagosta. Nas comunidades bacterianas da
hemolinfa e transitéria do intestino de P. argus ndo ouve a presenca de elastase. Essa enzima
juntamente com a celulase foram as mais raras na composicao desse microbioma. Foi notéria
a escassez de lipase na microbiota transitéria do intestino da lagosta vermelha. Cepas
especificas originarias da hemolinfa (21), do hepatopancreas (62, 63 e 69) e microbiota
residente do intestino (102) merecem destaque por possuir seis das sete enzimas averiguadas
(Tabela 12).

Ao verificar o perfil enzimatico das bactérias pertencentes ao género Vibrio de
lagosta P. laevicauda foi possivel perceber que as bactérias da hemolinfa, do hepatopancreas,
da microbiota residente e transitoria do intestino desses animais possuia cepas contendo
enzimas com capacidade proteolitica, lipolitica, amilolitica e celulolitica. Composta
principalmente por proteases (caseinase, gelatinase), lipases, fosfolipases e amilases. Elastase
e celulase foram as enzimas mais escassas. A hemolinfa de P. laevicauda apresentou uma alta
taxa de atividade de caseinase. Foi evidente a supremacia de gelatinase na hemolinfa e no
microbioma residente do intestino desse crustaceo, pois todas cepas analisadas possuiam essa
enzima. Uma cepa origindria do microbioma residente do intestino (89) possuia todas as
enzimas investigadas. O hepatopancreas apresentou uma cepa (44) contendo seis das sete
enzimas estudadas. Os demais estratos apresentaram bactérias contendo cinco do total de
atividades enzimaticas verificadas (Tabela 12).

Nas comunidades bacterianas da hemolinfa e transitéria do intestino de P. argus e
P. laevicauda nao havia bactérias capazes de quebrar elastina. A supremacia da fosfolipase foi
verificada nas duas espécies de lagostas investigadas. No qual todos os microbiomas
analisados nos diferentes estratos em P. argus continham essa enzima. Em P. laevicauda, a
microbiota da hemolinfa e residente do intestino também foi composta por 100% das cepas
com essa aptiddo. A comparéncia de amilase foi verificada nas lagostas vermelhas e verdes e
foi observado, estatisticamente, o predominio dessa enzima em ambas espécies de lagosta.

Havendo dominancia total das cepas analisadas no hepatopancreas, microbiota residente e
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transitoria do intestino de P. argus e na hemolinfa de P. laevicauda. A escassez de celulases
foi percebida em lagostas vermelhas e verdes. Essa atividade enzimatica foi ausente na
microbiota residente do intestino de lagostas vermelhas e no microbioma transitério do

intestino e hemolinfa de lagostas verdes (Tabela 12).

Tabela 12 - Perfil enzimatico em Bactéria do género Vibrio de lagostas P. argus e P.
laevicauda em diferentes estratos anatdmicos.

Bactérias presuntivas do género Vibrio advindas de P Bactérias presuntivas do género Vibrio advindas de P.
argus (lagosta vermelha) laevicauda (lagosta verde)
Estrato Estrato
anatimico Caodigo anatimico Cadigo
{origem) da cepa Perfil enzimatico (origem) da cepa Perfil enzimatico
n Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami, Cel 2 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
24 Gel, Fosf 3 Gel, Lip, Fosf,Ami
Hemolinfa 25 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami Hemolinfa 4 Cas, Gel, Fosf, Ami
26 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami B Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
27 Gel, Lip, Fosf, Ami 9 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
61 Cas, Gel, Fosf, Ami 43 Gel, Fosf, Lip
62 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami, Cel “+H Cas, Gel, Elas, Fosf, Ami, Cel
63 Cas, Gel, Lip;, Fosf, Ami, Cel 46 Gel, Lip, Fosf,
Hepatopancreas ) Lip, Fosf, Ami Hepatop dncreas 48 Cas
66 Cas, Gel, Fosf, Ami 49 Cas, Lip, Fosf, Ami
&7 Lip, Fosf, Ami 5] (5]
] Cas, Gel, Elas, Lip, Fosf, Ami 6] ©
101 Gel, Fosf, Ami, B1 Cas, Gel, Lip, Fosf
102 Cas, Gel, Elas, Lip, Fosf, Ami 82 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
103 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami B3 Gel, Lip, Fosf, Ami, Cel
Microbiota 1044 Fosf, Ami Microbiota B85 Cas, Gel, Fosf, Ami, Cel
residente do 109 Cas, Gel, Fosf, Ami residente do Bb Cas, Gel Fosf
Disaryse 110 Cas, Lip, Fosf, Ami Rintipytini 87 Cas, Gel, Fosf, Ami
6] 2 BE Gel, Lip, Fosf, Ami
© (5] 89 Cas, Gel, Elas, Lip, Fosf, Ami, Cel
5] 6] 1] Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
142 Gel, Fosf, Ami 121 Cas, Gel, Lip, Fosf
143 Fosf, Ami 122 Cas, Gel, Lip, Fosf
145 Fosf, Ami, Cel 124 Cas
Microbiota 147 Cas, Gel, Fosf, Ami Microbiota 125 Fosf, Ami
transitdria do transitoria do
Intestino 148 Fosf, Ami Intestino 126 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
149 Lip, Fasf, Ami, Cel 127 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
6] 6] 129 Gel, Lip, Fosf, Ami
@ @ 130 Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami

Fonte: AUTORA, 2023.

Cas= caseinase, Gel= gelatinase, Elas= elastase, Lip= lipase, Fosf= fosfolipase, Ami= amilase, Cel=quitinase

A partir dessas analises, em cepas presuntivas para Vibrio, foi possivel inferir que
esse género possui eficiéncia nas hidrélises de proteinas (caseina e gelatina), possuem

abundancia de lipases, fosfolipases e amilases. Atividades enzimaticas realizadas por agentes
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ndo patogénicos podem ter importante papel nutricional nas lagostas (GATESOUPE et al.,
1997, HENDERSON; MILLAR, 1998; ITOI et al., 2006, PERERA; SIMON, 2015)..

Por fim, a comunidade bacteriana presente no sistema gastrointestinal e sistema
circulatério (hemolinfa) dos crustaceos é composta por um conjunto complexo e dinamico de
microrganismos que vivendo em sinergia com o hospedeiro (lagosta) podem beneficia-lo por
meio da facilitacdo de diversas funcdes biologicas. Desempenhando papel fundamental e
impactando significativamente o estado geral de saide desses animais. Por meio da secrecao
de enzimas, auxiliam na digestdo de alimentos e desse modo suprem as necessidades por
nutrientes. Ademais, essa microbiota protege o hospedeiro contra agentes patogénicos, por
meio da ativacdo de mecanismos imunol6gicos encontrados no sistema digestivo (LEIN et al.,
2022).

O entendimento da microbiota é um fator necesséario para o desfecho de cultivos
de lagostas. Por esse motivo, nas ultimas décadas tem se dado mais atencao a relacdo
hospedeiro-microbiota nesses individuos, a fim de explorar as capacidades probidticas, e
desse modo, adquirir nutricdo adequada, aumentando a possibilidade de sobrevivéncia desses

crustaceos (LEIN et al., 2022).

7.2.11 Identificacdo genotipica, perfil enzimdtico e capacidade de producdo de

exopolissacarideos das amostras

Dentre as 160 cepas analisadas, 109 mostraram-se viaveis para analise genotipica.
Nesse estudo, quinze foram sequenciadas por meio do método de Sanger de segunda geracao.
Os microrganismos selecionados pertenciam aos estratos anatomicos das duas espécies de
lagosta advindas do tratamento de Bactérias Heterotr6ficas Cultivaveis (BHCs). Essa selecao
foi realizada de forma a se obter uma diversidade de espécies, para isso foram selecionadas
duas cepas com caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e/ou enzimaticas diferentes de cada
estrato anatomico, exceto a microbiota transitoria do intestino da lagosta vermelha, que
apenas uma cepa foi escolhida.

A partir do sequenciamento genético, as bactérias foram identificadas em nivel de
género. Evidenciando a presenca dos géneros Bacillus, Enterobacter, Photobacterium,
Pseudomonas, Shewanella e Vibrio. Em poucas amostras ja foi percebido uma diversidade de
géneros pertencentes ao microbioma do sistema digestivo (intestino e hepatopancreas) e
circulatorio (hemolinfa) (Tabela 13).

As amostras advindas da hemolinfa das duas espécies de lagostas foram

identificadas como Pseudomonas e Vibrio. As unicas duas amostras de bactérias Gram
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positivas foram identificadas como pertencentes ao género Bacillus e tinham como origem o
hepatopancreas das lagostas verdes. No hepatopancreas das lagostas vermelhas foram
encontrados Enterobacter e Vibrio. As amostras identificadas na microbiota transitéria do
intestino da lagosta vermelha eram Photobacterium, enquanto na lagosta verde identificou-se
Vibrio e Shewanella. Por fim, no microbioma transitério do intestino foi encontrado
Pseudomonas na lagosta vermelha, Vibrio e Shewanella na lagosta verde (Tabela 13).

Pseudomonas sp. identificadas na hemolinfa (36) e na microbiota transitéria do
intestino (152), Vibrio sp. originarios do hepatopancreas (79), pertencentes as lagostas
vermelhas expressaram cinco enzimas das sete verificadas e tiveram capacidade de producao
de exopolissacarideos. Esses achados mostram que essas cepas possuem caracteristicas
importantes para potenciais usos biotecnoldgicos, podendo utilizd-las na suplementagdo de
racao, como probioticos. As bactérias identificadas como Photobacterium sp. da microbiota
residente do intestino (113, 118) desse crustaceo nao possuiam capacidade de producao
exopolissacarideo. Enterobacter sp. mostrou baixa expressdo de atividade enzimatica,
apresentando apenas elastase e celulase (Tabela 13).

Bacillus sp. originario do hepatopancreas (55) da lagosta verde ndo expressou
apenas a enzima fosfolipase, sendo portanto eficiente na quebra de proteases, lipases, amilases
e celulases, porém, essa bactéria ndo possuiu capacidade de producdo de exopolissacarideo.
Vibrio sp. encontrados na hemolinfa (20) e microbiota transitéria do intestino (132) foram
eficientes ao expressar cinco enzimas das sete estudadas. Esses resultados evidenciam o
potencial dessas cepas para uso probidtico. Shewanella sp. identificada na microbiota
residente (93) e transitoria do intestino (136) da P. laevicauda tiveram baixa expressdo de
atividade enzimatica, tendo apenas enzimas caseinase e amilase; caseinase, gelatinase e

lipase, respectivamente (Tabela 13).
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Tabela 13 - Identificacdo, perfil enzimatico e capacidade de producao de exopolissacarideos das bactérias
extraidas de lagostas P. argus e P. laevicauda em diferentes estratos anatdmicos.

Origem da Codigo Identificacao Pro§1 teao (’ie Perfil enzimatico
amostra da Cepa exopolissacarideos
Panulirus argus
Hemolinfa 36 Pseudomonas sp. + Cas, Elas, Lip, Fosf, Ami
Hemolinfa 37 Vibrio sp. + Cas, Gel, Fosf, Ami
Hepatopancreas 73 Enterobacter sp. + Elas, Cel
Hepatopancreas 79 Vibrio sp. + Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
Microbiota do I.LR 113 Photobacterium sp. - Cas, Lip, Fosf, Ami, Cel
Microbiota do I.R 118 Photobacterium sp. - Cas, Gel, Ami
Microbiota do I.T 152 Pseudomonas sp. + Cas, Gel, Lip, Ami, Cel
Panulirus laevicauda
Hemolinfa 18 Pseudomonas sp. + Cas, Gel, Lip,
Hemolinfa 20 Vibrio sp. - Cas, Gel, Lip, Fosf, Ami
Hepatopancreas 54 Bacillus sp. + Cas, Gel, Elas, Cel
Hepatopancreas 55 Bacillus sp. - Cas, Gel, Elas, Lip, Ami, Cel
Microbiota do I.R 92 Vibrio sp. + Cas, Gel, Fosf, Ami
Microbiota do I.LR 93 Shewanella sp. + Cas, Ami
Microbiota do I.T 132 Vibrio sp. + Cas,Lip, Fosf, Ami, Cel
Microbiota do I.T 136 Shewanella sp. + Cas, Gel, Lip,

Fonte: AUTORA, 2023.

Cas= caseinase, Gel= gelatinase, Elas= elastase, Lip= lipase, Fosf= fosfolipase, Ami= amilase, Cel=quitinase

Zhang et al. (2018) identificaram a microbiota da hemolinfa de crustaceos e
verificaram que esse estrato abrigava como grupos predominantes Acinetobacter, Aeromonas
e Vibrio, microrganismos com potenciais patogénicos.

No entanto, estudos sugerem que alguns desses microrganismos hemolinfaticos
indigenas podem competir com microrganismos “invasores” estimulando moléculas e células
imunes a gerar imunidade ao hospedeiro (SCHMITT et al., 2012; DESRIAC et al., 2014).

Lein et al. (2022) ao realizar uma revisao intitulada “Gastrointestinal Microbiota
of Spiny Lobster: A Review”, perceberam haver microrganismos gastrointestinais comuns nas
diversas espécies de lagostas, sendo eles: Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus
Pseudomonas e Vibrio. Porém, a estrutura e abundancia desses microrganismos podem ser
“moldadas” dependendo do ambiente.

Esses achados corroboram com os resultados encontrados na revisao sistematica
do presente estudo, que além dos géneros acima descritos, observou a presenca de
Aeromonas, Citrobacter, Photobacterium e Shewanella como

algumas espécies

predominantes no microbioma de lagosta.
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A adicdo de diversos probidticos, incluindo os géneros Acinetobacter, Bacillus,
Clostridium, Hafnia e Shewanella foi capaz de melhorar o desempenho de crescimento e
eficiéncia dos indices de digestdo. Além de aprimorar os parametros imunolégicos e
resisténcia a alguns patégenos em diferentes lagostins (ALVANOU et al., 2023).

Xu et al. (2021) ao estudarem o efeito probidtico de uma cepa de Bacillus
amyloliquefaciens, isoladas de individuos saudaveis de P. clarkii e adicionadas a dieta,
constataram resultados promissores ao descobrir o aumento das atividades enzimaticas
digestivas intestinais ap0s adicdo desse probidtico.

Os probidticos sdo capazes de erradicar agentes patogénicos do trato
gastrointestinal por meio de competi¢dao por nutrientes e locais de adesdao (VERSCHUERE et
al., 2000). Além disso, eles regulam positivamente as enzimas digestivas melhorando o uso e
a digestibilidade dos alimentos (MERRIFIELD et al., 2010), pois influenciam a mudanca das
bactérias benéficas, que controlam a secrecdo de enzimas importantes e consequentemente 0s
nutrientes tornam-se mais disponiveis para os organismos (ROHANI et al., 2022)

Desse modo, devido a crescente busca global por produtos sustentaveis e
saudaveis, o uso de probioticos é de grande relevancia como suplementos dietéticos naturais
(ALVANOU et al., 2023), portanto, o conhecimento de bactérias com esse potencial nas
lagostas exploradas pela pesca no Ceara faz-se necessario para a busca de possiveis

suplementagoes no desenvolvimento do cultivos desse crustaceos.
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8 CONCLUSAO

O bacterioma encontrado nas lagostas espinhosas estudadas no litoral cearense,
Panulirus argus (lagosta vermelha) e Panulirus laevicauda (lagosta verde), divergiu em
abundancia e diversidade, considerando a origem anatomica investigada. Nos microbiomas
averiguados, os géneros Pseudomonas e Vibrio originarios de lagostas vermelhas; Bacillus e
Vibrio oriundos das lagostas verdes demonstram potencial biotecnol6gico para uso probidtico
ao expressar uma diversidade de atividades de enzimas digestivas (proteases, lipases,
fosfolipases, amilases e celulases) e producdo de exopolissacarideos. Esses resultados sdo de
extrema importancia ecoldgica e econdmica para o Estado do Ceara.
Para uma melhor elucidagdo do microbioma dessas espécies, sugere-se que uma
investigacdo metagendmica seja realizada, preferencialmente, em diferentes fases de
desenvolvimento desse crustaceo e em localizagcdes geogréficas distintas, a fim de verificar

algumas questdes que ndo puderam ser compreendidas nesse primeiro momento.
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