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Resumo

O beijupiraRachycentron canadugum candidato recente da aquicultura brasileira e
portanto, ainda possui significativas limitacéespnadugcdo. Em cultivo, a espécie enfrenta
ameacas de diversas etiologias, sendo os pringiédgenos, as bactérias. Esses patdogenos
podem interferir na integridade do epitélio intestiprejudicando a absorcdo de nutrientes e
reduzindo seu desempenho. Apesar de ndo havemeidadédemonstrando que probiéticos
isolados do proprio hospedeiro melhoram desempenjuiando comparados com 0s
probidticos isolados de espécies ou ambientesedifes, supdem-se que 0s riscos ambientais
e para a propria espécie, sado consideravelmenteregerAssim sendo, objetivou-se cultivar
experimentalmente juvenis do beijupirda com fornexito de racdes incorporadas de
bactérias, isoladas do intestino de beijupira cadtds, com caracteristicas probioticas, com a
finalidade de proporcionar condi¢cdes para a obterdg animais com bom desempenho
Zootécnico em peso e comprimento, baixo fator dwexsdo alimentar e alta sobrevivéncia.
Foram adicionados isoladament@ctobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Bagsll
circulanse Lactococcus lactisubsp Lactis,a ragdo comercial, fornecidos duas vezes ao dia.
Os probidticos testados, ndo interferiram nos pands avaliados (®,05), em todos os
tratamentos, sem o desafio patogénico. Entretgnmdo os animais foram desafiados com o
Vibrio parahaemolyticushouve influéncia (P<0,05) na sobrevivéncia, crasaito, fator de
conversao alimentar e parametros hematoldgicogndavindicativos de que a utilizacdo de
misturas das bactérias poderia melhorar o deserapéas beijupiras. Conclui-se que as
bactérias com potencial probiético isoladas dostiie do beijupird, quando utilizadas
isoladamente, ndo tem influéncia sobre o crescimemh peso e comprimento, bem como no
fator de condicdo, fator de conversao alimentarolerevivéncia, sem que aja desafio
bacteriano, porém, tem influéncia direta, nesteampatros, quando submetidos a acdd/do
parahaemolyticugpara peixes entre 45 e 100 g, cultivados em sistksmacirculacéo.

Palavras-chave: Rachycentron canadum.Probiotico. Crescimento. Hematologia.
Recirculacéo.



Abstract

The CobiaRachycentron canaduim a new candidate of the Brazilian aquacultuie an
therefore still has significant limitations in prattion. In cultivation, the species faces threats
of various etiologies, the main pathogens, bactfieese pathogens may interfere with the
integrity of the intestinal epithelium impairing tnient absorption, and reducing their
performance. Although there is no evidence showtitaj probiotics isolated from the host
itself improve performance when compared with pobbs isolated species or different
environments, each procedure assumes that theoamantal risks and the species itself, are
considerably smaller. Therefore, it was aimed ttivaie the youth experimentally cobia
incorporated with supply rations of bacteria, isethfrom the gut of cobia with probiotic
characteristics, in order to provide conditions fastaining animals with good growth
performance in weight and length, low feed conwersind high survival factor. Were added
separatelyLactobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Bagslicirculans and Lactococcus
lactis subsp Lactis commercial feed, fed twice a day. Probioticse@sdid not affect the
parameters evaluatedX®,05) in all treatments without the pathogenic lgmge. However,
when the animals were challenged witibrio parahaemolyticushave influence (P <0.05) in
the survival, growth, feed conversion factor andnamlogical parameters. Thus, there are
indications that the use of mixtures of bacteriaynmaprove the performance of cobia. We
conclude that bacteria with potential probioticlased from the intestine of cobia, when used
alone, has no influence on growth in weight andyleras well as the condition factor, food
conversion and survival without acting bacteriadlidnge, however, has a direct influence on
these parameters, when subjected to the actidh parahaemolyticuso fish between 45 and

100 g, grown in recirculating system.

Keywords:Rachycentron canadurRrobiotic. Growth. Hematology. Recirculation.
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1 - Introducao

O peixeRachycentron canadyncomumente conhecido como beijupira, cacao
de escamas, pirambiju, maruca, comedor de carangugjernacionalmente, por cobia,
é a Unica espécie da familia Rachycentridae. Eatdigo e pelagico, que ocorre em
todos os mares tropicais e subtropicais, com ercegaparte central e oriental do
Oceano Pacifico (SHAFFER e NAKAMURA, 1989).

Os individuos desta espécie habitam plataformaginesais podendo ser
encontrados em profundidades de até 1.200 m, bemo éguas costeiras, em baias e
estuarios (SHAFFER e NAKAMURA, 1989). Espécimedgéam coletados em aguas
de salinidade entre 22 e 44 (KAISER e HOLT, 200&8ne sido cultivados com sucesso
em sistemas com salinidade entre 5 e 30 (RESLEA.eR006). Sua tecnologia de
cultivo tem se desenvolvido rapidamente nos Ultiamoss, principalmente devido a sua
rapida taxa de crescimento e seu alto valor deader(IAO et al., 2004).

Geralmente € encontrado sozinho ou em pequenosneasde € comum estarem
perto de alguma estrutura flutuante ou mesmo nanaotl’agua (KAISER e HOLT,
2005).

Segundo a FAO (2014), a producdo mundial do culti@oespécie no ano de
2011 foi de 40.893 t. O beijupira é considerado exoelente alimento, por possuir
carne branca bem apreciada, mas por nao ser um @ieixndante no meio natural, ndo
tem uma pesca direcionada e consequentemente, mémie presente N0 COMErcio e
devido a baixa oferta do produto muitos consumgl@eda desconhecem este peixe

(KAISER e HOLT, 2005).
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A espécie possui alta resisténcia a doencas (H®BT,2007), boa resposta aos
probidticos e aos imunoestimulantes (BENETTI et 2008), além de tolerar ampla
faixa de salinidade (RESLEY et al., 2006) e a vagéio (LIN et al., 2006).

Apesar de representar uma industria promissorautuwof proximo, o cultivo
deste peixe, ainda possui significativas limitagcbasproducédo, como por exemplo, a
oferta de alevinos e as doencas causadas poribaaée sdo os principais patégenos
gue acometem o animal (LIN et al., 2006), sendmmtrole normalmente realizado
através da administragdo de antibioticos (FIGUEIREDLEAL, 2008).

Neste contexto, a substituicAo das drogas antibiemas por profilaticos
alternativos e a utilizacdo de compostos a basmide-organismos vivos tem sido
adotada como prética sustentavel, minimizando l&zagéo de produtos quimicos e
promovendo a sanidade dos animais cultivados.

Em aquicultura, o termo probidtico é definido comiom suplemento
microbiano, formado por um cultivo de micro-orgamiss vivos selecionados, o qual é
adicionado a dieta e/ou a agua do cultivo com @dsibo de melhorar o equilibrio
microbiano do trato gastrintestinal” (VERSCHUEREagt 2000), além de melhorar o
desempenho em consequéncia da absorcao dos regreeab bom suporte ao sistema
imunoldgico.

Assim sendo, objetivou-se cultivar experimentalragavenis do beijupird com
fornecimento de racdes incorporadas de bactésatgdas do intestino de beijupira,
com caracteristicas probidticas, com a finalidadepdoporcionar condi¢cbes para a
obtencdo de animais com bom desempenho zootéamiqueso e comprimento, baixo

fator de conversao alimentar e alta sobrevivéncia.
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2 - Revisao de literatura

A piscicultura marinha no Brasil ainda € incipieff@AVALLI e GARCIA,
2012). Para que haja consolidacdo da atividadesdazecessérios estudos integrados
nas areas de reproducdo, nutricdo, alimentacdwltega de producdo e estratégias de
mercado e regulamentacéo da atividade (TACON e DDAMVIL999).

Dentre as varias espécies de peixe marinho dispignpara o cultivo intensivo,

o beijupira Rachycentron canadymé considerada uma espécie de grande potencial
(CHOU et al., 2001), principalmente por apresentarapido crescimento.

Segundo Chang (2003), a carne deste peixe, nacaéapenas em proteinas,
possui também altos niveis de acidos graxos altenesaturados (n-3), em especial o
acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahéiae(DHA), além de elevados
niveis de vitamina E, taurina e ornitina.

O beijupira é um peixe migrador, raramente encdotem cardume (BROWN-
PETERSON et al.,, 2001). Como ndo costumam formaduoaes, ndo ha captura
direcionada para esta espécie, 0 que faz com queesca, tenha pequena expressao
(CAVALLI e GARCIA, 2012)

A espécie expressa caracteristicas de produca@ndds, tais como a facilidade
de desova e de reproducdo em cativeiro (CAYLORI.et1894; LIAO et al., 2004;
FAULK e HOLT, 2006) e elevada taxa de crescimeni@dte o periodo larval (CHOU
et al., 2001) e o juvenil (FAULK e HOLT, 2006).

Vérios autores indicaram caracteristicas vantajasa cultivo do beijupira,
dentre elas, a tolerancia das larvas, a diversassnde salinidade (FAULK e HOLT,
2006), facil adaptacdo ao confinamento e aceitagio dietas disponiveis

comercialmente (ARNOLD et al.,, 2002; LIN et al.,08) MCLEAN et al., 2008),
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producdo em gaiolas com niveis satisfatorios (SCHR&A2004), alta fecundidade e
facilidade de desova induzida e natural em catv@tRANKS et al., 2001; ARNOLD
et al., 2002), resisténcia a doencgas (SUN et @9, excelente qualidade da carne (SU
et al., 2000) e producdo de filés de alta qualidpdes 0 consumo em forma de
“sashimi” (CHEN, 2001; CHOU et al., 2001; KAISERHOLT, 2005; CRAIG et al.,
2006).

O primeiro cultivo de beijupira data de 1993 e fealizado em Taiwan, em
gaiolas em alto mar (KU e LU, 2000), nas aguasetast do sul do Mar da China. Em
meados da década de 2000, na Australia e llhashelhisiciou-se o cultivo desse
peixe, expandindo-se pelas Américas e Caribe. Aterale, ha projetos comerciais nos
Estados Unidos, Porto Rico, Bahamas, Belize, Reg@iblominicana, México, Panama
e Brasil (BENETTI et al., 2007, 2010; HOLT et &0Q07; CAVALLI e GARCIA,
2012).A espécie tem sido cultivada com sucesso na Asialcsaproximadamente 80% da
sua producao em tanques-rede em alto-mar em T&wa0 et al., 2004, FAO, 2014).

Segundo a FAO (2014), a producdo mundiaRdeanadumpara o ano de 2011,
foi de 53.683,4 t, somando aquicultura e capturaestatistica pesqueira para o
beijupird, no Brasil, demonstrou uma producdo mptwra de 927 t, sendo o0 maior
volume historico de captura apontado para o anb988, onde foram pescados 1818 t
(FAO, 2014). No Brasil, Cavalli e Garcia (2012)atain cultivos nos estados de Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Pernambuco, Bahia e Rio déralo Norte, mas, nenhuma
informacé&o foi computada aos dados da FAO (2014).

No que diz respeito a aquicultura, os maiores goyda mundiais sdo a China
(37.210 t), Vietnam (2.000 t), Taiwan (1.123,7Ranama (300 t), Colébmbia (111 t) e

Belize (100 t), de acordo com a FAO (2014).
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No entanto, fatores de suma importancia dentro atkeia produtiva ainda
merecem especial atencdo para o pleno crescimemt@tididade. Dentre estes,
destacam-se a nutri¢cdo, principalmente por ser tatam peixe carnivoro, visto que 0s
custos com racdes representam o0 maior percentuatusto total na produgéo
(NAYLOR et al., 2000; CHOU et al., 2005; MILLER &it, 2005).

Chou et al. (2001) afirmaram que, apesar do ramdescimento quando
produzidos em gaiolas, hd necessidade de melhariformula¢do das dietas, pois
informacgBes disponiveis sobre as exigéncias notdis desta espécie ainda sdo
escassas, principalmente quanto aos aminoacidescdiss, acidos graxos e outros
nutrientes chaves para o0 sucesso produtivo e idabié econémica em nivel comercial
(CRAIG et al., 2006).

Ainda néo esta definido o pacote tecnolégico ddivauldo beijupirda, porém
muitos estudos tém sido realizados no Brasil exterier, principalmente nas areas de
nutricdo, reproducdo e fisiologia, como digestilsile de nutrientes (ZHOU et al.,
2007), alimentacéo larval (FAULK e HOLT, 2005), g&ncias nutricionais (CHOU et
al., 2001, FRASER e DAVIES, 2009), reproducao erniveso (FAULK e HOLT,
2008), efeitos da salinidade (DENSON et al., 206B)pgenados (FEELEY et al. 2007,
RODRIGUES et al., 2007) e fisiologia do estres®RUYFHENSKI et al., 2010).

O cultivo do beijupira é relativamente recente,mgicacomparado a outras culturas
ja estabelecidas de peixes marinhos, como salmaétidatico Salmo sala), robalo
europeu Dicentrarchus labrak pargo Pagrus auratuy linguados (Pleuronectiformes) e
outros. Por isso, ainda ha limitagdes significantesua producédo, como a producao viavel
de ovos e juvenis em quantidade, a auséncia dasdéspecificas e o mercado ainda em
desenvolvimento (HOLT et al. 2007).

Chou et al. (2001) utilizando regresséo polinomaatimaram que 44,5% de PB

na dieta séo indicados para maximizar o crescimeéatpvenis. Dietas utilizadas nas
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fases de bercario e engorda, foram oriundas deriérpm@s asiaticas, adaptando-se
formulacdes desenvolvidas para o robdlat¢s calcarifey e garoupa Epinephilus
spp.), com conversao alimentar variando de 1,8 §3KHOU et al., 2004).

A conversao alimentar € em torno de 1,5 na fassngderda (LIAO et al., 2004 e
BENETTI et al., 2008). O arragoamento é realizadona taxa de 0,5 a 0,7% do peso
corporal, com dietas de 42 a 45% de PB e 15-168tedede peixe (LIAO et al., 2004).

Praticas inadequadas de alimentacdo utilizada ceusgacto ao ambiente,
além do aumento no custo financeiro, uma vez gag&o pode variar entre 45 a 59%
do custo total, para cultivos em ambientes abestamiolas (MIAO et al., 2009 e
DOMINGUES, 2012). Entretanto, poucos estudos satizexlos com o objetivo de
estabelecer praticas alimentares adequadas paedupith (CAVALLI e GARCIA,
2012) ou melhores formulas e uso de probidticos oethorem a absorcdo dos
nutrientes, evitando assim, impactos ambientaisreeato no custo de produgéo.

Su et al (2000) afirmaram que a taxa diaria de;aa@ento € variavel de 7,8 a
4,3%, em funcao da idade, para peixes entre 3008 §0Benetti (2010) ao cultivar
beijupiras de 3,0 g, alimentados até a saciedddangou o correspondente a 5% da
biomassa total, como taxa de arragcoamento, serelesia chegou a 2% ao fim de nove
meses de cultivo e gradual aumento do tamanhordosi.

Costa-Bomfim (2012), utilizando alevinos de 11Qegtou o fornecimento de
uma, duas, trés, quatro e seis refeicoes, de chetarcial e apos 60 dias, ndo constatou
diferenca significativa na sobrevivéncia, ganhgeso, taxa de crescimento especifico,
fator de condigao, ingestéo de dieta e homogeneidadote de peixes. Por outro lado,
em cultivosindoor, com recirculacédo de agua, a alimentacdo deversfarencialmente
dividida, a fim de evitar picos de consumo de oxig€LIAO et al., 2004; BENETTI et

al., 2010 e COSTA-BOMFIM, 2012).
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Em Taiwan, os peixes sdo frequentemente criadosgiitos desde a eclosdo até
30 g, quando séo transferidos para viveiros maiouesgnques cobertos para crescimento.
Apos este periodo os peixes sao criados em tamndishereaté o final da fase de engorda,
chegando ao peso de mercado de 6-8 kg (para eggo)ytau 8-10 kg, para consumo
interno em Taiwan (LIAO et al. 2004).

O uso de sistemas de recirculacdo de 4gua (SRApttua larvicultura e primeiros
estagios de juvenil propicia aos produtores um rotstambiental maior, permitindo a
producdo de alevinos durante todo ano e expandindmducdo para regibes mais frias
(FAULK et al. 2005). Segundo‘@rbcastel et al. (2009), um SRA na aquicultura @ um
combinacdo de processos como remocao de solidbmgdio mecéanica, decantagéo),
controle de gases (oxigénio, gas carbonico) e psosebioldgicos (nitrificagcdo da aménia
por biofiltro, desinfeccéo por UV).

Por propiciar um cultivo com maior biossegurangaaater a qualidade da agua em
niveis adequados, o0 SRA pode proporcionar mai@eastde sobrevivéncia (RIDHA e
CRUZ, 2001). O aumento da produtividade, juntamenta o tratamento continuo e reuso
da 4gua, faz com que o SRA seja um sistema efictanto para o produtor quanto para o
meio-ambiente (DORBCASTEL et al. 2009).

Devido as elevadas densidades utilizadas nos sistel®a cultivo intensivo e
outros problemas tais como: pouco volume de agiliaadgia, amplas variacdes de
temperatura, manejo constante e acdo de parasifa@m estes organismos cultivados
a condicOes de estresse. Esta condicdo pode resoithaixas taxas de crescimento e
de eficiéncia alimentar, bem como uma reducao sposta imune do organismo, que €
acometido por patdégenos oportunistas.

Um numero crescente de estudos sobre o beijupirésido realizado ao longo
dos ultimos anos (LIAO et al., 2004; LIU et al. 020, WANG et al.,2005; TURNER e

ROOKER,2005; FAULK e HOLT,2005; RESLEY et al., 2008JNGER et al., 2006;
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LI et al. 2006; HOLT et al., 2007; BENETTI et 2DP8; SANCHES et al., 2008; SUN
e CHEN, 2009; DOMINGUES et al., 2009; PESSOA et 2009; BENETTI et al.,
2008; FINES e HOLT, 2010; COSTA-BOMFIM, 2012). Poréesquisas a respeito da
sanidade, bactérias com potencial probiético, bemocseu uso no cultivo, encontram-
se em fase inicial.

As doencas que acometem 0s organismos aquaticosseeam uma das
maiores restricbes para a aquicultura. Surtos detalittade ainda ocorrem em
diferentes fases de vida dos animais, devido a deamicro-organismos patogénicos
presentes nas aguas dos cultivos.

Os principais patdgenos dR. canadumsdo as bactérias. Liu et al. (2003)
relataram como grande problema entre os beijufirgnis no cultivo em gaiolas, o
Photobacterium damselaagente etiolégico da pasteurelose. Rajan e@01) e Liu
et al. (2004) isolaranVibrio alginolyticus de beijupird doentes, com sindrome de
gastrenterite. A doenca bacteriana causada\fibtam spp. é conhecida como vibriose e
0 primeiro surto de vibriose foi registrado em 2GBRAJAN et al., 2001) e causou a
morte de 45% dos estoques de um cultivo em Taiwan.

Procurando fornecer melhores condigbes a fim demmzar o impacto do
estresse e suas implicagbes como baixa converg@dentdr e uma fragilidade no
sistema imune dos organismos, estudos tem sidgpdiis a identificar novos aditivos
probiodticos. A palavra probiético é construida ae termo latino “pro” (para) e de
outro grego “bios” que significa vida (ZIVKOVIC, 29). A primeira definicdo
geralmente aceita foi proposta por Fuller (1988% considerou probiético como sendo
"um suplemento a alimentacdo com microbiota vivaqual afeta beneficamente o

animal hospedeiro, melhorando o equilibrio microbfa
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O conceito de probidtico surgiu a partir das obsgies de pesquisadores que
sustentavam que mediante a ingestdo de micro-grgasi benéficos era possivel
controlar os patogénicos, em estudos de exclusapeidiva. Estas observacdes se
basearam nas variagdes da microbiota intestinasi@eada por fatores de stress como,
temperatura, densidade de populacéo, alimenta¢diciare o manejo, o que reflete
nas perdas de apetite, incidéncia de enfermidadesix® crescimento (FOX, 1988;
FULLER, 1989).

Dentro do hospedeiro, as bactérias probidticadiemi a colonizacdo e o
crescimento de patdgenos, competindo pelos sitiosadbsdo, energia disponivel,
nutrientes ou pela producdo de compostos inibBGIBALCAZAR et al., 2006; TINH
et al., 2007).

Balcazar et al. (2006) afirmam que as bactériabifticas podem reduzir ou
eliminar a incidéncia de micro-organismos patogé&niano intestino, o que é
extremamente importante para o sistema imunoléda@@nimal, para o aumento da
absorcdo dos nutrientes, e desta forma, para neeldorseu desempenho. Por isso €
necessario que mais estudos sejam desenvolvidoguaodiz respeito ao uso de
alternativas profilaticas e terapéuticas no coatda doencas do peixe marinho.

A utilizacéo do probio6tico, apesar de ser considieram tema recente, € alvo de
um consideravel aumento de pesquisas, e pode eapresima escolha bem-sucedida e
sustentavel para industria da aquicultura.

Uma variedade de microalgaBefraselmi} leveduras @Pebaryomyces, Phaffia
e Saccharomycgsbactérias Gram-positivaBd4cillus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Micrococcus, Streptacsce Weissel)ae bactérias Gram-
negativas Aeromonas, Alteromonas, Photorhodobacterium, Pseodas e Vibrip

tém sido estudadas e testadas como probi6ticoBNIRD e AUSTIN, 2002).
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Atualmente, os probi6ticos mais comumente utilizada aquicultura sdo os
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Vibrio spp., Saccharomycesspp.,
Enterococcuspp.,Bacillus subtilise Bacillusspp. (KUMAR et al., 2006), os quais sao
administrados como alimentos vivos enriquecidog;i@thados a dieta ou diretamente
ao ambiente de cultivo (PANIGRAHIA et al., 2005).

Dentre os grupos conhecidos de probidticos, basté&iram-positivas e Gram-
negativas foram avaliadas (IRIANTO e AUSTIN, 20@2tonferiram protecédo contra
um importante numero de patdgenos, incluindderomonas salmonicida
(NIKOSKELAINEN et al., 2001) muitas vezes resultarem reforgo a resposta imune
inata.

Muitos patégenos de peixes podem perturbar a idtedg do epitélio intestinal
(RING@ et al., 2007 a, b; SALINAS et al., 2008)réducdo no numero de patégenos
pode diminuir danos na mucosa e promover uma melbsorcao de nutrientes, com o
aumento da area de superficie, melhorando o desémpl® animal.

As bactérias Gram-negativas dominam no intestingoeiges, mas algumas
Gram-positivas também foram encontradas, incluv@tas bactérias lacticas (RINGQ
et al., 1995; RINGYJ e GATESOUPE, 1998; RINGJ e BBHCK, 1999). Além disso,
enquanto o intestino grosso de seres humanos pseedargamente anaerobio com
bactérias anaerdbias obrigatorias, o intestino dixep abriga bactérias aerdbias,
anaerobias facultativas (RING@ et al., 1995; IZVBEKOet al., 2007) e anaerbbias
obrigatérias (SILVA et al., 2005).

A utilizacdo de células vivas deeromonas sobri&C2 eBacillus subtilisiB-1,
confirmaram protecdo contra varias doenc¢as bantejancluindo aquelas causadas por
A. salmonicida, Lactococcus garvieae, Streptocodoiese, Vibrio anguillarum, V.

ordalii e Y. ruckeri(BRUNT et al., 2007). Também foram relatadas pgéds de
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anticorpos com reatividade cruzada contrario harveyiem peixes alimentados com
probioticos (ARIJO et al., 2008).

Verschuere et al. (2000) afirmaram que ha uma gramecessidade de se
desenvolver estratégias de controle microbiol6gieo aquicultura, uma vez que o
desencadeamento de doencas € reconhecido comgnifitativo limitador dos indices
de produgéo.

Segundo Cavalli e Garcia (2012), esta linha de ypsagdeve ser aprimorada.
Geng et al., (2012) demonstraram que o fornecimeéatama dieta suplementada com
um probidtico afetou positivamente os indices zutds de juvenis de beijupiras,
quando desafiados conMibrio harveyi.

Vine et al. (2006) propuseram um protocolo paralecgio de micro-organismos
probidticos isolados a partir do proprio organishuspedeiro que esta sendo, ou se
pretende cultivar. Apesar de nado haver evidéncemodstrando que probidticos
isolados do proprio hospedeiro apresentam um deggmop melhor, quando
comparados com 0s probioticos isolados de espéuaiesnbientes diferentes, supdem-

se que 0s riscos ambientais e para a propria espac consideravelmente menores.
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4- Artigo cientifico

4.1 - Artigo cientifico |

APLICACAO DE BACTERIAS PROBIOTICAS, EM DIETAS PARA JUVENIS

DE BEIJUPIRA CULTIVADOS EM SISTEMA DE RECIRCULACAO

Artigo cientifico a ser encaminhado a ReviStatinga.

[

Todas as normas de redacéo e citacdo, deste oapiemdem a
estabelecidas pela referida revista (em anexo).
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APLICACAO DE BACTERIAS PROBIOTICAS, EM DIETAS PARA JUVENIS DE

BEIJUPIRA CULTIVADOS EM SISTEMA DE RECIRCULACAO

*Alexandre Duarte Rodrigues da Sil#4 Carolina Notaro de Barrd? e Emiko Shinozaki

Mendes*?

RESUMO - O beijupira Rachycentron canaduné um candidato recente da
aquicultura brasileira, apesar de ainda possumifgigtivas limitacdes na produgédo. Em
cultivo, a espécie enfrenta ameacas de diversal®gtis, sendo as bactérias, os principais
patdgenos. Esses patdégenos podem interferir nagricdele do epitélio intestinal,
prejudicando a absorcdo de nutrientes e reduziedodsesempenho. Apesar de ndo haver
provas que probioticos isolados do proprio hospedeielhoram o desempenho, quando
comparados com 0s probioticos isolados de espéaiambientes diferentes, supde-se que 0s
riscos ambientais e para a propria espécie, sasidavavelmente menores. Assim sendo,
objetivou-se cultivar experimentalmente juvenis lojupird com fornecimento de ragdes
incorporadas de bactérias, isoladas do intestinbegapira, com caracteristicas probidticas,
com a finalidade de proporcionar condicdes parabtengdo de animais com bom
desempenho zootécnico em peso, comprimento, baboo fle conversdo alimentar e alta
sobrevivéncia. Foram adicionados isoladameat#obacillus plantarum, Bacillus coagulans,
Bacillus circulanse Lactococcus lactisubsp Lactis, a racdo comercial, fornecidos duas
vezes ao dia. Os probidticos testados, ndo inbenfiemos parametros zootécnicos avaliados
(P>0,05), em todos os tratamentos. Todavia, ha indaste que a utilizacdo de misturas das
bactérias poderia ter melhorado o desempenho dpgpibés. Conclui-se que as bactérias
com potencial probiético isoladas do intestino @gupira, quando utilizadas isoladamente,

nao tem influéncia sobre o crescimento, em pesongpemento, bem como no fator de
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condicéao, fator de conversédo alimentar e sobrevigépara peixes com 45 g cultivados em

sistema de recirculacéao.

Palavras-chaveRachycentron canadurRrobiético. Crescimento. Recirculacao.

" Autor para correspondéncia: e-mailexandredrs@yahoo.com
Trabalho de tese de doutorado do curso de Pésagaduem Recursos Pesqueiros e
Aquicultura.

W Programa de Pés-graduacéo em Recursos Pesquéigoscaltura, Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Av. Dom Manuel de Medeiras,3ois Irméos, CEP: 52171-900,
Recife, Pernambuco, Brasil.

(?) Programa de Poés-graduacao em Ciéncia Vetaindniversidade Federal Rural de
Pernambuco, Av. Dom Manuel de Medeiros, s/n, Doigibs, CEP: 52171-900, Recife,
Pernambuco, Brasil.

APPLICATION OF BACTERIA WITH POTENTIAL PROBIOTIC,| N DIETS OF
JUVENILE COBIA GROWN IN THE RECYCLING SYSTEM

ABSTRACT - The cobia,Rachycentron canadums a new candidate of the Brazilian
aquaculture and therefore has significant limitagian production. In cultivation, the species
faces several threats, such as viruses, bactedaparasites. Their main pathogens are
bacteria. These pathogens may interfere in integft the intestinal epithelium in fish,
impairing nutrient absorption and reduce its perfance. Although there is no evidence that
probiotics isolated from the host itself are bettem probiotics isolated from other species or
environments, it is suggestive that a bacteriaatedl from the host itself can result in low
risks to animal. It was aimed to cultivate juvendebia fed diets supplemented with
potentially probiotic bacteria isolated from infiests of the host itself. In order to provide
conditions for obtaining animals with good growtarformance. Cultures dfactobacillus

plantarum, Bacillus coagulans, Bacillus circulans and Lactoces lactis subsp.Lactis
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isolated from cobia were added to commercial f@edbiotics tested do not showed statistical
difference (P0.05) in any of the parameters between the treasmamd the control. The

bacteria species used in this study, isolated fiotastine of cobia, used separately as
probiotics, had no influence on growth in weightl éength, condition factor, feed conversion
and survival factor for fish with 45 g grown in newlating system. However, there are
indications that the use of mixing the bacteriaéa@es could result in improvement in

performance of juvenile cobia.

Keywords:Rachycentron canadurRrobiotic. Growth. Recirculation.

INTRODUCAO

Respondendo a significativa demanda global poraguesca producdo aquicola e o
comércio de produtos para a aquicultura crescemnitema acelerado. Em todo o mundo, tem
se observado crescimento a uma taxa media de 2%oadesde 2007, em comparacdo com
apenas 0,55 % da pesca no mesmo periodo, o querfague a aquicultura seja responsavel
pela producéo de 66,6 milh6es de toneladas dege$EAO, 2014).

Na producédo de peixes, o cultivo Bachycentron canadurpeixe marinho conhecido
como beijupird ou cobia, tem se desenvolvido rap&tge nos ultimos anos, devido ao seu
alto valor de mercado. A producdo mundial dessegules para o ano de 2011, foi 40.893 t,
de acordo com a FAO (2014).

No Brasil, o beijupird € um candidato recente daicdtura, apesar de ainda possuir
significativas limitacdes na producg&o. E considerach excelente alimento, por possuir uma
Otima qualidade e carne branca, mas devido a lmdéréa do produto muitos consumidores

ainda desconhecem este peixe (KAISER e HOLT, 2005).
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Em cultivo, a espécie enfrenta ameacas de divetsasgias, sendo as bactérias, 0s
principais patdgenos, e muitas delas podem intenfier integridade do epitélio intestinal
(SALINAS et al., 2008). A reducao no numero de pats pode diminuir danos na mucosa
e promover uma melhor absorcdo de nutrientes, coaurnento da area de superficie,
melhorando o desempenho do animal.

Na melhoria do desempenho zootécnico, o probiéfuoge como um elemento
benéfico no controle dos patogénicos, por exclusiopetitiva, resultando na melhoria da
assimilacdo de nutrientes. Esta observacdo foiadasaa ocorréncia de variacoes na
microbiota intestinal, ocasionada por fatores déresse como, variacdo brusca de
temperatura, densidade elevada de populacdo, usalirdentacao artificial e o manejo
inadequado, o que refletia nas perdas de apetierneidades e baixo crescimento (FULLER,
1989).

Vine et al. (2006) propuseram um protocolo parael@céio de micro-organismos
probioticos isolados a partir da prépria espécisphdeira que esta sendo, ou se pretende
cultivar. Apesar de ndo haver evidéncias demorcirajue probioticos isolados do proprio
hospedeiro apresentem um desempenho melhor, quaordparados com o0s probidticos
isolados de espécies ou ambientes diferentes, supdejue 0s riscos ambientais e para a
propria espécie, sao consideravelmente menores.

Assim sendo, objetivou-se cultivar juvenis do kbaij@ (Rachycentron canadygcom
fornecimento de ragdes incorporadas de bactésatdas do intestino de beijupird, com
caracteristicas probidticas, com a finalidade dgpgrcionar condi¢cdes para a obtencdo de
animais com bom desempenho zootécnico em peso,ricoemo, baixo fator de conversédo

alimentar e alta sobrevivéncia.
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MATERIAL E METODOS
Design experimental

Cultivos experimentais foram realizados na Estad@&oAquicultura Continental
Professor Johei Koike da Universidade Federal RigadPernambuco, no periodo de maio a
junho de 2013. Foram utilizados 225 juvenis de up@ia (45+5,2 @), adquiridos de
larvicultura comercial. O experimento foi realizadem delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e trés repstig@ndo utilizadas quatro bactérias e um
controle.

Os peixes foram criados em tanques de fibra deoyviclsm capacidade para 1000
litros, em sistema de recirculacdo de agua, dotabodiltro externo individual, com
capacidade de filtracdo de 1500 t.lyuatro pontos de aeracdo e sistema de drenagea, p
retiradas de soélidos decantados.

Em cada tanque foram estocados 15 peixgsTodos os peixes foram pesados, no
momento da estocagem, sendo contabilizados conwipiesal de cada lote. O cultivo teve
duracdo de 30 dias, com fornecimento de racdo, deass ao dia (09:00-16:00h),
correspondendo a 5% da biomassa estocada no s$td@ndo cultivo. As biometrias foram
realizadas quinzenalmente, com a captura de toglgseixes, para mensuracdo de peso e
comprimento.

Durante todo o periodo de cultivo foi estabele¢idaa de agua (5%) comum a todos
0s tanques, para repor as perdas por evaporacaoiraizar a influéncia das variaveis da
qualidade da agua.

A &gua foi monitorada diariamente, em relacdo aq pkigénio dissolvido e
temperatura, utilizando-se um aparelho multiparéonetsemanalmente, foram determinados
0s niveis de amo0nia, nitrito e nitrato utilizando-aspectrofotdmetro e a alcalinidade por

titulagdo. Os parametros iniciais de povoamentanorsalinidade de 32,0, alcalinidade de
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132 152,0 mg.[* de CaC@ pH de 7,8, oxigénio acima de 4,0 m§.& nitrogenados abaixo de
133 0,05 mg.L*.

134

135 Dieta experimental e probioticos

136 Potenciais estirpes probidticas isoladas do imestios beijupiras, com o6timos
137 resultados de antagonismo a patdgenos, quandaldssta vitro” (BARROS et al., 2012),
138 foram incorporadas a racdo e testadas em cultixpsrienentais. Essas bactérias foram
139 identificadas por sua morfologia e bioquimicametieaves de kits do sistema API
140 (BioMérieux, Franca), tendo sido identificadasctobacillus plantarum, Bacillus coagulans,
141 Bacillus circulanse Lactococcus lactisubsp lactis.

142 Os animais foram alimentados com racdo comerciatieocolo 550 g.K§ de proteina
143 bruta (PB) e 90 g.ky de lipideo. Essa dieta foi utilizada como racéaotle e, para os
144  tratamentos, foram adicionadas as bactérias par deeaspersao, na proporcao de 2,0 mL de
145 caldo para cada 10 g de racao, ou seja, 3,0%UFLC.kg" de racéo.

146 Para o preparo do in6culo, as bactérias liofilizsaftaam ativadas em caldo MRS,
147 durante 24 horas, em estufa a 28°C. Em seguidanfopnfirmadas por meio de coloracao
148 Gram e preparadas as concentracdes utilizandaeseata de Mc Farland de 0,5 {1LFC),
149 com confirmacdo em espectrofotdmetro a 600 nm.

150 O caldo contendo as bactérias foi misturado a ragécdforma homogénea, e logo
151 apds, fornecida aos animais. Testes anterioressaoda ragdo com probidtico foram
152 realizados para confirmacado da fixacdo das bastér@s quais uma amostra da racdo, apos a
153 mistura, foi inoculada em Agar MRS, com postermmtagem das colbnias caracteristicas.
154

155

156
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Analise estatistica

Durante todo o ensaio foi avaliado o desempenhocrdscimento, em peso e
comprimento, fator de converséo alimentar (FCA)f&ar de condicaod) dos animais.

Os dados de comprimento e peso em funcao do tempaoltivo foram analisados

pela estatistica “F’ da andlise de variancia, paggessao e modelados de acordo com o
modelo linear generalizado, segundo as formuladdekq.1 e EqQ.2, para cada tratamento
com probidtico e o controle. As relacbes entre asaveis foram analisadas mediante
modelos multiplicativos (EQ.3). Para estimar osapetros destes modelos, utilizou-se a
técnica dos minimos quadrados e 0s parametrossdesteéelos comparados pela estatistica
“W” de andlise de variancia (Eq.4), descrita pornblfies (1999). Todas as analises foram

realizadas utilizando-se o programa SysEapro v 2.0.

Pi=PBo+BiTi + & Eq.1
Ci=Po+PaTi + & EQ.2
P=0C"+g Eq.3

W = {(N1 + N2)Ln[(SQres1,2)/(N1+N2)]} — {N1Ln[(SQre1)/(N1)]} — {N2Ln[(SQres2)/(N2)]} Eq4d

Em que: P — peso (g), C — comprimento (cm), T —pteate cultivo (dias)Bo e B2 parametros

do modelo, @ @, fatores de condicéa; — erro com distribuicdo normal (6°%), i — i-essima
observacdo, W € a estatistica a ser comparada abstriauicdo do qui-quadrado; N1 e N2
sdo 0s numeros geradores dos modelos 1 e 2; S€dma dos quadrados dos residuos da
andlise da regresséo e Ln - logaritimo neperiano.

A taxa de sobrevivéncia foi obtida pelo quociemteso numero de peixes ao final do
cultivo e o numero de peixes estocados multipligaolo100. Para analise da sobrevivéncia
final, biomassa final e fator de converséo alimefdeam aplicados o teste “F” de analise de
variancia. As médias, quando necessarias, foranpa@das utilizando-se o teste de Tukey,

de acordo com Mendes (1999). Todas as analises) foeseadas ao nivel de confianca de

5,0%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis de qualidade de agua dos tanquesimg@nis com os tratamentos, ndo
apresentaram diferenca estatisticae0(P5). Os valores obtidos foram 32,0+1,0 para
salinidade, temperatura de 25,0+2,5 °C, pH de 85)s8&igénio dissolvido de 5,2+1,3 md.L
alcalinidade de 140,0+10,0 mgilde CaC@, nitrito 0,06+0,03 mg.t e amodnia total de
0,7+0,3 mg.[* que séo valores de padréo aceitavel para a espiecacordo com Holt et al.
(2007).

Os probidticos testados, ndo influenciaram na &lgpeso e comprimento em todos os
tratamentos (F0,05), como pode ser observado na Tabela 1, encansta a relagcdo entre o
peso e o comprimento dos beijupiras. Tao poucoferteam na relacdo entre peso e

comprimento em funcédo do tempo, apresentados rela ake na Tabela 3.

Tabela 1: Relacdo do peso e comprimento Riachycentron canadyngquando submetido a

aplicacao de bactérias probioticas.

Probiotico Modelo: P=0® _ RZ (%) Prob(F) E®* EC modelo

Bacillus coagulans P =0,0042¢"* 91,73  0,0001 a A
Lactobacillus plantarum P = 0,0054€%% 8818  0,0002 a
Bacillus circulans P =0,0025¢%% 89,31  0,0001 a

Lactococcus lactis lactis P = 0,00436°% 8215  0,0008 a

> » » >

Controle P =0,0028¢°* 80,50 0,0010 a

* - Letras iguais indicam que ndo houve diferengastatistica “W”(P0,05), a 5% de
probabilidade; Prob (F) — valor da probabilidadesdtatistica “F” da ANOVA da regressao;
EC — estatistica comparativa; R? - coeficiente eterthinacdo;**P = @€ Em que: P — Peso,
@ eO - parametros de crescimento, C — comprimento.
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Tabela 2: Relacdo do comprimento deachycentron canadurem funcédo do tempo de

cultivo, quando submetido a aplicacéo de bact@nalsioticas.

Probiotico Modelo: C=a+bT** R2 (%) Prob (F)

Bacillus coagulans C = 20,3167 + 0,078T 85,57 0,0004
Lactobacillus plantarum C =20,5994 + 0,0772T 79,61 0,0012
Bacillus circulans C =20,5356 + 0,0727T 84,89 0,0004
Lactococcus lactis lactis C = 20,7522 + 0,066T 74,47 0,0027

Controle C =20,35 + 0,056T 68,24 0,0061

* - Letras iguais indicam que n&o houve diferengaestatistica “W” (P0,05); R2 -
coeficiente de determinacédo. ** C=a+bT, em quec®mprimento, “a” e “b” - parametros de
crescimento e T — tempo do cultivo; Prob (F) — vala probabilidade da estatistica “F” da
ANOVA da regressao.

Tabela 3: Relacdo do peso dRachycentron canaduram funcdo do tempo de cultivo,

guando submetido a aplicacéo de bactérias proagtic

Probidtico Modelo: P=a+bT** R2 (%) Prob (F)

Bacillus coagulans P =48,7344 + 0,7423T 97,29 0,0001
Lactobacillus plantarum P =50,6644 + 0,7429T 93,05 0,0001
Bacillus circulans P = 48,6483 + 0,7352T 97,28 0,0001
Lactococcus lactis lactis P =51,025 + 0,7023T 94,78 0,0001

Controle P =47,756 + 0,6288T 91,66 0,0001

* - Letras iguais indicam que ndo houve diferentasstatistica “W” (P0,05); R2 -
coeficiente de determinagcdo. ** P=a+bT, em que Peso, “a” e “b” - parametros de
crescimento e T — tempo do cultivo; Prob (F) — vala probabilidade da estatistica “F” da
ANOVA da regressao.

Ao analisar os dados exibidos pela Tabela 1, carfie que as relacbes matematicas

entre as variaveis peso e comprimento dos beigipigiando submetidos a diferentes
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probioticos, expressam varios fatores zootécnieosspécie, enfatizando o fator de condicao
“0” pelo acumulo de gordura (FROESE, 2006) e o tipoctkscimento da populacdo. O

crescimento em peso resultou em valores@eraiores que 3, indicando um crescimento
alométrico positivo, entretanto, sem diferencatesiea (P-0,05), entre os modelos.

Apesar dos dados apresentados na Tabela 2 e Tabw#a denotarem diferencas
estatisticas, quando utilizada a racéo adicionadaprobiético, ao substituir o valor de “T7,
pelo tempo de cultivo de 30 dias, tanto para o pgsacomo para o crescimento (cm), pode-
se verificar que numericamente, 0s tratamentos aiiotico, foram melhores que a ragéo
controle. Qualitativamente esses resultados nuogrigopdem ser indicativos da ordem de
eficiéncia dos probidticokactobacillus plantarum, Lactococcus lacsisbsplactis, Bacillus
coagulanse Bacillus circulans.

Um fator que se deve levar em consideracdo € adaelesde povoamento. Segundo
Batista (2011), os beijupiras ndo toleram adenstomesendo esse, um possivel fator de
interferéncia nos resultados. De acordo com Murghwl. (1991), o adensamento afeta
claramente a relacdo peso/crescimento dos orgamismalores ded” diferentes de 3 podem
indicar problemas ligados ao numero de individuos ynidade de area, como também
prejuizos provocados por problemas nutricionais.

Ao longo do cultivo, identificamos comportamentesagjressividade entre os peixes e
observou-se que havia uma dominancia dos peixex@sasobre os menores. Em aquicultura
comercial do beijupir4, um grande numero de pebd@s mantidos dentro de uma Unica
estrutura de criacdo e é bastante comum que o ctangnto durante o periodo de
alimentacdo conduza a interagfes agressivas. &b amdices, também é dificil assegurar
gue todos os peixes sao alimentados até a sacieldelizmente, pouco se sabe sobre a
hierarquia de tamanho e dominancia social entrgufd em condi¢cdes de producao

(COSTA-BOMFIM et al., 2012).
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Goldan et al (2003) e Montero et al (2009) demanain que existe uma hierarquia de
dominancia linear, estabelecida em grupos de meémd$ peixes da espe@parus auratae
que as interacdes agressivas ocorrem durante ard#igio (GOLDAN et al, 2003). S.
aurata, no entanto, € um peixe de cardume, 0 que coatcash o beijupird, uma espécie que
€ geralmente solitaria ou encontrada em gruposaie a oito individuos (SHAFFER e
NAKAMURA, 1989), o que pode tornar a competicdo alimento ainda mais acirrada, com
consequente crescimento heterogéneo, em partejxo badice deterministico (R2) dos
modelos encontrados corrobora com esta afirmacao.

O crescimento heterogéneo em peixes cultivados podeer por alguns fatores,
sendo considerado como o principal deles, a coggmetireta por alimento, em que 0s peixes
maiores consomem mais, por sua maior agressividaafglidade, impedindo os menores a
terem acesso ao alimento, principalmente quandsieexestricdo alimentar (MAGNUSON,
1962). Outro fator € a maior mobilidade dos pemesores fugindo dos maiores ou em busca
por alimento, gerando um maior gasto energéticosteesse, 0 que consequentemente,
interfere no seu crescimento (RUBENSTEIN, 1981).

Segundo Batista (2011), grupos homogéneos de p@egsenos (2,0-3,0 g) em
condicbes adequadas de densidade e oferta de @snapresentam melhores taxas de
crescimento em relacdo a grupos de peixes grarxi® (), fator este, que pode ter
contribuido para igualdade estatistica dos par@setraliados no presente estudo.

As taxas de sobrevivéncia e a conversdo alime@diarapresentadas na Tabela 4 e
foram iguais (P0,05) em todos os tratamentos. Alguns autores soggque bactérias podem
apresentar caracteristicas probioticas que inflaem@o crescimento, na imunidade ou em
ambos. Entretanto, em diversos estudos a assoce&i® bactérias € a condicdo mais

indicada para a efetiva agcdo de um probidtico.
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267 Levando-se em consideracdo apenas as meédias dolades obtidos neste
268 experimento, em detrimento a comparacao estatigtare-se evidenciar uma tendéncia de
269 melhor desempenho no FCA dos animais submetidogdsoticosBacillus coagulans,
270 Bacillus circulans, Lactobacillus plantarume Lactococcus lactis subsp. lactis,
271 sequencialmente.

272

273 Tabela 4: Parametros zootécnicos &achycentron canadynguando cultivado durante 30

274 dias, e submetido a aplicacéo de bactérias probgti
Probidtico Sob (%) Pf (9) FCA
Bacillus coagulans 100,0+0 71,23+1,75 4,06+0,09

Lactobacillus plantarum  100,0+0 72,80+1,80 4,17+0,57
Bacillus circulans 100,0+0 71,00+2,30 4,08+0,06

Lactococcus lactis lactis  100,0+0 71,70+0,70 4,38+0,5%

Controle 100,00 67,10+3,05 5,00+1,77
275 * - Letras iguais indicam que ndo houve diferengtatéstica (P0,05); Sob —
276 sobrevivéncia, Pf — peso final, FCA — fator de @s@o alimentar.
277
278 Ao comparar os dados numéricos obtidos pela agiccalps modelos exibidos nas

279 Tabelas 2 e Tabela 3, juntamente com as médiadasbpiara o FCA (Tabela 4), pode-se
280 supor que a aplicacdo de uma racdo composta colacsriasBacillus coagulanse
281 Lactobacillus plantarum,resultaria na obtencdo de maior crescimento enp pes
282 comprimento e melhor FCA. Maior crescimento, poiar#a suplementacéo coBacillus
283 spp elactobacillusspp, em racdo para diversos peixes, tem sido tegfzopor diversos

284 autores (GHOSH et al., 2003; ALY et al., 2008; Sé@l. 2009).
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Em algumas espécies de peixes, como a carpa capisg dd_actobacillusspp. nédo
surtiu efeito, tendo em vista que néo sao capazemldnizar o intestino do animal, tendo a
sua concentracdo decaido, poucos dias apoés a praugestao (WU et al., 2012).

Avaliacdo do desempenho como probiético, Bacillus spp, Lactococcusspp,
Lactobacillusspp, tem sido realizados por meio do fornecimesuio diversas condigdes:
como bactérias viaveis (BALCAZAR et al., 2006; AleY al., 2008), inativas (SALINAS et
al., 2006) e liofilizadas (IPINIGRAHI et al., 2007)em-se demonstrado o grande potencial
destas bactérias, para a saude dos animais, conmento da atividade oxidativa, do
percentual de hematocritos e leucdcitos, da lisaznda atividade fagocitaria, todavia, sem
caracterizacdo de melhoria do desempenho em crsttmquando utilizadas de forma
isolada. Por outro lado em pesquisas realizadastat ge um mix de bactérias (ALY et al.,
2008; GENG et al., 2012) foi indicado como um geapdtencial na melhoria dos parametros
zootécnicos.

Geng et al. (2012) testaram um mix de bactériaki@tioas contend®acilus subitilis
(7,0 x 10 UFC.gh, B. linqueniformis (3,0 x 1§ UFC.gY), Lactobacillus spp.
(5,0 x 16 UFC.g") e Artherobacterspp (1,0 x 1® UFC.g") e avaliaram o crescimento,
imunidade n&o-especifica e protecdo coMifario harvey em beijupira, ndo encontrando
diferenca estatistica na sobrevivéncia, nas digarsacentracdes bacterianas utilizadas (0,0;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 g.kgde ragcdo) do probidtico. Entretanto, a suplengéatacom o
probidtico, minimizou o impacto da infec¢éo pelbno, tendo sido apontada a concentracao
de 3,3 g.kg de racao, como ideal para o mix do probiético.

Salinas et al. (2006, 2008) afirmaram que a utipade duas bactérias diferentes
(Lactobacillus delbruecksubsplactis e Bacillus subtilispoderiam ser mais eficazes que um

probiético com apenas uma delas. Segundo Aly e(2808), uma racdo adicionada de
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B. subitilise L. acidophilus melhoraria a resposta imune e resisténcia a dsesn tilapia
nildtica.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo ddsa do probidtico. Nos
tratamentos utilizados no presente estudo, a dosatjizada foi de 3,0 x TUFC kg* de
racdo (2,0 mL, a 1,5 x YQUFC, para cada 10g). Son et al. (2009) encontraretnor
resposta ao usarlo plantaruma 18 UFC.kg*, frente concentracdes de®1®13° UFC.kg*
de racéo, em testes de crescimento e resposta pavaiepinephlus coioidedNikoskelainen
et al. (2001) afirmaram que doses mais baixas dbigtico, podem falhar, enquanto doses
maiores, podem causar efeitos deletérios, ao esindusdo de probidticos para truta
arco-iris.

Ghosh et al. (2008) demonstraram que a utilizac@oalias concentracbes do
probiotico nem sempre resulta em beneficio ao onestto dos peixes. Pesquisas realizadas
por Sun et al. (2010), ao alimenigpinephelus coioidesomBacillus spp adicionado a racéo,
nao encontraram diferencas no crescimento da espEndo estes resultados, semelhantes
aos encontrados no presente estudo.

Giri et al. (2013) ao testar a inclusdoldeplantarumnas concentracdes de 1,0 ¥,10
1,0 x 1 e 1,0 x 18° UFC.g"* de racdo para babeo rohita concluiram que a inclusdo
suficiente para melhorar o crescimento, seria dex 1.0° UFC.g"

Geng et al. (2012) concluiram que os efeitos detaslicom probidticos sdo percebidos
quando a administracdo oral, ocorre por longosoges e que estes resultados sé sao
satisfatérios quando se utiliza probiético compastais de uma bactéria), melhorando o
crescimento e aspectos imunologicos do beijupira.

Balcazar et al. (2006) e Wu et al. (2012) indicargoe 0s animais coexistem

pacificamente e em simbiose complexa, com vari@sayarganismos, incluindo patégenos e
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probioticos e que bactérias do proprio intesting geixes podem ser importantes fontes
destes probidticos.

Segundo Nayak (2010), pesquisas basicas aindaes@ssarias ndo so para avaliar as
interacdes inter e intraespecificas entre divetipos de probibticos, mas também para avaliar
aspectos de seguranca ambiental, a fim de deteropirgd a melhor estratégia para seu uso.
Esta afirmacao foi corroborada com os resultadtidadno presente estudo, uma vez, que ha
indicativos de que a utilizacdo de uma mistura algdrias, ao invés da aplicacdo de apenas

uma, poderia resultar em melhoria no desempenhqudesis de beijupira.

CONCLUSAO

Bactérias com potencial probiotico isoladas do stime do beijupira, quando
utilizadas isoladamente, ndo tem influéncia sob@escimento, em peso e comprimento,
bem como no fator de condicéo, fator de converdiémeatar e sobrevivéncia, para peixes

com 45 g cultivados em sistema de recirculacao.
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4. 2 - Artigo cientifico Il

EFEITO DE BACTERIAS PROBIOTICAS NAS VARIAVEIS
HEMATOLOGICAS E ZOOTECNICAS DE BEIJUPIRAS, DESAFIAD OS COM
VIBRIO

Artigo cientifico a ser encaminhado a ReviStatinga.

Todas as normas de redacao e citacdo, deste oapiteridem a
estabelecidas pela referida revista (em anexo).
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EFEITO DE BACTERIAS PROBIOTICAS NAS VARIAVEIS ZOOTE CNICAS E
HEMATOLOGICAS DE BEIJUPIRAS, DESAFIADOS COM VIBRIO

*Alexandre Duarte Rodrigues da Sil#§ Jodo Menezes Guimard@sVirginia Fonseca

Pedros&?, Fernando Leandro dos Sanfd® Emiko Shinozaki Mendés?

RESUMO - No Brasil, o beijupird € um candidato recentep&icultura marinha
possuindo limitagbes na producdo. O cultivo da @spénfrenta ameacas de diversas
etiologias, sendo as bactérias, os principais patdg Das bactérias patogénicas ao beijupira,
os vibrios sdo os mais comumente encontrados eersds ambientes aquaticos, sendo o
Vibrio parahaemolyticusonsiderado um dos mais importantes patégenosapoimetem 0s
animais e os humanos. Estratégias de combate s gas®enos tém sido estudadas como
alternativas aos quimioterpicos e nesse sentidesé&buscado a utilizagdo de bactérias com
potencial probidtico, sob diversas formas. Assimmdse cultivou-se experimentalmente
juvenis do beijupirdRachycentron canadyimfornecendo racfes incorporadas de bactérias
com caracteristicas probioéticas, isoladas do inieste beijupira, objetivando avaliar o seu
crescimento, a sobrevivéncia, o fator de conversfimentar (FCA), as variaveis
hematologicas e possiveis alteracbes teciduais esixep desafiados comV.
parahaemolyticus Cultivos experimentais foram realizados fornecese racdo comercial
adicionada déactobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Baglicirculanse Lactococcus
lactis subsp Lactis, isolados de beijupiras. Os probiéticos testadossamtaram diferenca
estatistica (P<0,05) nos parametros avaliadose evdrtratamentos e o controle, quando
desafiados, evidenciando uma melhoria na sobresi@ERCA e varidveis hematoldgicas. As
bactérias retiradas do intestino do beijupira,aattlas isoladamente como probidticos, tem

influéncia sobre a sobrevivéncia, o crescimento,peiso, o fator de conversao alimentar e
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variaveis hematoldgicas, para peixes entre 45 g &Qlivados em sistema de recirculacéo e

desafiados corWibrio parahaemolyticus

Palavras-chaveRachycentron canadurRrobiético. Hematologia. Recirculacao.

" Autor para correspondéncia: e-mailexandredrs@yahoo.com
Trabalho de tese de doutorado do curso de Pésagaduem Recursos Pesqueiros e
Aquicultura.

W Programa de Pés-graduacéo em Recursos Pesquéigoscaltura, Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Av. Dom Manuel de Medeiras,3ois Irméos, CEP: 52171-900,
Recife, Pernambuco, Brasil.

(?) Programa de Poés-graduacao em Ciéncia Vetaindniversidade Federal Rural de
Pernambuco, Av. Dom Manuel de Medeiros, s/n, Doigibs, CEP: 52171-900, Recife,
Pernambuco, Brasil.

EFFECT OF PROBIOTIC BACTERIA IN ZOOTECHNICAL AND HE MATOLOGIC

VARIABLE OF COBIA, CHALLENGED WITH VIBRIO

ABSTRACT - In Brazil, the cobia is a recent candidate neaafish farming and therefore
still has significant limitations in production. laultivation, the species faces threats of
various etiologies, bacteria, primary pathogens.p@thogenic bacteria to the cobia, the
vibrios are most commonly found in diverse aquagavironments, andVibrio
parahaemolyticusonsidered one of the most important pathogen®fitve affect animals
and humans. Strategies to combat these pathogeses been studied as alternatives to
chemotherapy and in this sense have been sougig bacteria with probiotic potential in
various forms. Therefore, it was aimed to cultivaggperimentally juvenile cobia
(Rachycentron canadym providing rations incorporated bacteria with lgodic
characteristics, isolated from the intestine ofiaplbo evaluate the growth, survival, feed

conversion factor (FCA), the variables hematoland possible tissue changes in challenged
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fish with V. parahaemolyticusExperimental cultures were performed with additiof
Lactobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Bagll circulans and
Lactococcus lactisubsp.lactis isolated from cobia, the commercial feed. Probsotested
showed statistical difference (P <0.05) in the eatdd parameters between treatments and
control, when challenged, showing an improvemensunvival, FCA and haematological
variables. Bacteria taken from the intestine ofi@pbsed alone as probiotics, have influence
on the survival, growth, weight, the conversiontdacfrom food and haematological
variables, for fish between 45 and 100g grown ircelating system and challenged with

Vibrio parahaemolyticus

Keywords:Rachycentron canadurRrobiotic. Hematology. Recirculation.

INTRODUCAO

A tecnologia de cultivo dd&Rachycentron canadynpeixe marinho mais conhecido
como beijupira, tem se desenvolvido rapidamenteutio®os anos devido ao seu alto valor
de mercado. E considerado um excelente alimentop@ssuir carne branca bem apreciada,
mas devido a baixa oferta do produto muitos condarags ainda desconhecem este peixe
(KAISER e HOLT, 2005).

Segundo a FAO (2014), a producdo mundial do begupiltivado em 2011 foi de
40.893 t. No entanto, no Brasil, o beijupira é wandidato recente da aquicultura e, portanto,
ainda possui significativas limitacdes na produ¢&u.cultivo, a espécie enfrenta ameacas de
diversas etiologias, sendo os principais patégeadactérias, que podem interferir na
integridade do epitélio intestinal (SALINAS et &Q08).

Das bactérias patogénicas ao beijupira, ressakaasgio género vibrio, comumente

encontradas em diversos ambientes aquaticddbf parahaemolyticug oV. coleraeséo



81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

SILVA, A. D. R. S. Aplicagdo de bactérias probids¢c em dietas para juvenis de beijupira... 57

considerados importantes patégenos, por acometeseamimais e os humanos (XIE et al.,
2005). Vérios autores tém indicadd/oparahemolyticusomo a espécie de maior viruléncia
entre as bactérias patogénicas (MCCARTHY et aR91XIE et al., 2005; LIN et al., 2006).

Liao et al. (2004) reportaram uma perda de 1.50fe tbeijupira, em Taiwan,
ocasionada pela acdo de doencas causadas porsyvitwivas bactérias e fenédmenos
climaticos. No Brasil, Figueiredo (2011) reportoweorréncia dé’hotobacterium damsela
subsppiscicida como uma bactéria associada a problemas no @uiiv uma larvicultura
comercial de beijupira no estado de Séo Paulo.

Desenvolver estratégias para combater os patdogeses) a utilizacdo de
quimioterapicos sao iniciativas recorrentes em rda® pesquisas, a fim de promover um
desenvolvimento sustentavel da aquicultura. Nestéido, tem-se buscado a utilizacdo de
bactérias com potencial probidtico, sob diversas&s de utilizacdo: inseridas em dietas, no
ambiente de cultivo, em vacinas e em banhos desé&uoer

Apesar de ndo haver evidéncias demonstrando qumeopoos isolados do proprio
hospedeiro apresentam um melhor desempenho, quaordparados com 0s probidticos
isolados de espécies ou ambientes diferentes, supdejue 0s riscos ambientais e para a
propria espécie, sdo consideravelmente menorese Dexlo, Vine et al. (2006) propuseram
um protocolo para a selecdo de micro-organismobidirocos isolados a partir do proprio
organismo hospedeiro que esta sendo, ou se preatatidar.

Assim sendo, objetivou-se cultivar experimentalmernjuvenis do beijupird
(Rachycentron canadymfornecendo rac¢des incorporadas de bactérias aavacteristicas
probidticas, isoladas do intestino de beijupirarapavaliar o desempenho em peso, a
sobrevivéncia, o fator de conversdo alimentar, agawveis hematoldgicas e possiveis

alteracdes teciduais em beijupiras desafiados\éinio parahaemolyticus
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106 MATERIAL E METODOS
107 Design experimental
108 Cultivos experimentais foram realizados na Estad@&oAquicultura Continental
109 Professor Johei Koike da Universidade Federal RideaPernambuco (UFRPE), no periodo
110 de maio a julho de 2013, utilizando-se 300 juvetasbeijupira (45+5,2 g), adquiridos de
111 larvicultura comercial.
112 O experimento foi realizado em delineamento inte@ate casualizado, com 10
113 tratamentos e trés repeticdes, sendo utilizadasragumactérias probidticas (com e sem
114 aplicacdo do patogendibrio parahaemolytics um controle positivo (com aplicacdo do
115 patdégeno e racdo sem probiotico) e um controletivegésem aplicacdo do patégeno e racao
116 sem probidtico), conforme apresentado na Tabela 1.
117
118 Tabela 1: Esquema dos tratamentos utilizados no cultivo ex@atal, de juvenis de
119 beijupira, alimentados com racdo contendo prolméte desafiados com
120 Vibrio parahaemolyticus

© Bacillus Lactobacillus Bacillus Lactococcus

N Controle?

,‘;é coagulas plantarum circulans lactis lactis

= B1(+)* L1(+) B2(+) L2(+) C(+)

£ B1()* L1() B2() L2() ce)
121 *Em que: (+) - com aplicacéo, (-) - sem aplicac@®W parahaemolyticusna racao e
122 1 - racdo comercial sem adicao de probidtico
i;i O experimento foi realizado em duas etapas, ambas duracdo de 30 dias. Na
125 primeira, os animais de todos os tratamentos faahmentados com racao adicionada de
126 bactérias probidticas (exceto o controle). Na sdgugtapa, parte dos peixes anteriormente
127 alimentada com racao adicionada de probidtico egwpo controle (B1+, L2+, B2+, L2+,
128 C+) foram desafiados com\a parahaemolyticug a outra metade do grupo (B1-, L1-, B2-,



129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

SILVA, A. D. R. S. Aplicagdo de bactérias probids¢c em dietas para juvenis de beijupira... 59

L2-) permaneceu sendo alimentada somente com pagéootica, exceto os de um grupo
controle (C-) que continuaram sendo alimentados cagio comercial sem adicdo de
probiotico ou patégeno.

Os peixes foram criados em tanques de fibra deyvmbm capacidade para 1000 L,
em sistema de recirculacdo de agua, dotados de diterno individual, com capacidade de
filtracdo de 1500 L.f, com quatro pontos de aeracéo e sistema de dranpgea retiradas
de solidos decantados.

Em cada tanque foram estocados 10 peix&ssendo todos pesados no momento da
estocagem e considerado como peso inicial de caela® cultivo teve duracao total de 60
dias (primeira e segunda etapas), com fornecimdatoacdo duas vezes ao dia (09:00-
16:00h), correspondendo a 5% da biomassa estocdesiehiometrias foram realizadas
quinzenalmente, com a captura de todos 0s peiaes,mpensuracdo de peso e comprimento,
ao mesmo tempo em que se observou a higidez aparent

Os peixes foram alimentados com racao comercialendo 550 g.kg-t de proteina
bruta (PB) e 90 g.kg-! de lipideo, sendo esta digizada como racdo controle, e para todos
os tratamentos, as bactérias (potenciais probgtcpatdgeno) foram incorporadas por meio
de aspersdo, na proporcdo de 2,0 mL de caldo, gadla 10 g de racdo, ou seja,
3,0 x 18° UFC kg" de racéo.

Durante todo o periodo de cultivo foi realizadacérale agua (5%) em todos os
tanques, para minimizar a influéncia das variddsisagua, além de repor as perdas por
evaporacgao.

A &gua foi monitorada diariamente, em relacdo aq pkigénio dissolvido e
temperatura, utilizando-se um multipardmetro e san@ente, foram determinados os niveis
de amoénia, nitrito e nitrato por meio da leitura espectrofotbmetro e a alcalinidade, através

de titulacdo. Os parametros iniciais da agua deogroento foram: salinidade de 32,0,
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alcalinidade de 152,0 mgiLde CaC@ pH de 7,8, oxigénio acima de 4,0 mg.le

nitrogenados abaixo de 0,05 m@.L

Preparacéo da dieta experimental com probidticos patdogeno

Bactérias com potencial probidtico, isoladas doestiho do beijupira, que
apresentaram otimos resultados em testes “in witecdntagonismo a patdégenos (BARROS et
al., 2012), foram incorporadas a racdo e testachasudtivos experimentais. Essas bactérias
foram identificadas por sua morfologia e bioquirmeate através de kits do sistema API
(BioMérieux, Franca), tendo sido identificadaectobacillus plantarum, Bacillus coagulans,
Bacillus circulanse Lactococcus lactisubsp lactis

Para o preparo do inoculo das bactérias testadas poobidtico, os isolados foram
liofilizados e, posteriormente, ativados em caldwtbbacillus MRS, durante 24 horas, em
estufa a 28°C, em seguida, confirmados por meigaliracdo Gram. Para o inéculo do
patogeno, a bactéria liofilizada foi ativada endoatipticase de soja (TSB) com incubacéo a
36°C por 24 h. Passado o periodo de incubacaanfsesaneadas em placas contendo agar de
tiossulfato, citrato, bilis e sacarose (TCBS) eubadas durante 24 horas, a 28°C, para
recuperacdo de colbnias viaveis. Tanto a conceémrdas solucbes contendo as bactérias
probioticas, quanto a solucdo contendoVo parahaemolyticusATCC 17802, foram
preparadas utilizando-se a escala de Mc Farlan@l,5ié1¢ UFC), com confirmacdo em
espectrofotdmetro a 600 nm.

Apés a determinacdo da concentracdo, o caldo aimtas bactérias foi misturado a
racdo, de forma homogénea e, em seguida, fornaoglanimais. Testes anteriores ao uso da
racdo com probidtico foram realizados para confp@oada fixacdo das bactérias, nos quais
uma amostra da ragdo, apos a mistura, foi inocidadaégar MRS e TCBS, com posterior

contagem das col6nias caracteristicas.
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Variaveis hematologicas e avaliacdo histopatolégica

Os animais foram coletados no local de cultivorglaivivos, levados ao Laboratorio
de Sanidade de Animais Aquaticos (LASAQ) da UFR$db, aeracdo constante, onde foram
anestesiados com benzocaina, para a realizacd@modedisico externo, a colheita de sangue
e necropsia, seguindo-se os protocolos discrimmanoprojeto de n® 23082.008952/2010,
aprovado pela Comissio de Etica e Uso Animal daREER

A coleta de sangue foi efetuada através da pungaeeid caudal, de acordo com a
metodologia descrita por Shaperclaus (1992), pao ohe seringa estéril contendo solucao de
EDTA a 10%. Determinou-se o percentual de hematd@eguindo-se a técnica descrita por
Goldenfarb et al. (1971) e a contagem de eritréc#anguineos (RBC/uL) em solucdo de
formol citrato modificada por Oliveira et al.(2008m camara de Neubauer, sob microscopio
Optico com objetiva de 40 vezes.

Foram confeccionadas duas laminas de extensdesisaag pelo método coloracao
rapida (MGGW) (TAVARES-DIAS et al., 2003), que farausadas para contagem de
leucdcitos totais e trombdacitos totais por estimasgguindo metodologia citada por Tavares-
Dias e Moraes (2004). Para a contagem diferen@aledcocitos foram examinadas as
extensdes sanguineas de cada peixe e obtido onpeicécontagem relativa) de cada um
deles, em pelo menos 100 leucécitos contados, dazes transformagdo em numero absoluto
(emplL).

ApOs a coleta sanguinea, os peixes foram eutawaspzta realizacdo de necropsia,
onde tinham sua cavidade celomatica aberta contiaae pincas e bisturis para exposi¢cao
dos orgdaos internos e observados quanto a higelspak estruturas, com posterior coleta de
fragmentos do coracdo, rim, baco, figado e intesjiara exames bacteriologicos e

histoldgicos.
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Os fragmentos coletados foram imediatamente imemsosolucdo de Davidson AFA
para fixacdo por 24 horas. Em seguida, transfenmdoa solucéo alcodlica a 70%, quando
podiam entdo ser manipulados para processameidgiso.

Os tecidos foram processados em rotina histoléglesidamente organizados em
histocassetes e desidratados em série de alcosdeate de 70%, 80%, 95% e 100%;
diafanizados em xilol e infiltrados com parafinguiefeita com posterior emblocamento.
Posteriormente, as amostras foram cortadas a oiiwa de espessura, montados em laminas

de vidro e coradas pela hematoxilina e eosinageEem analisadas ao microscopio.

Analise estatistica

Os dados hematolégicos, apds o devido processabdéatdo, foram expressos em
termos de média e desvio padrao, enquanto a tagalulevivéncia foi obtida pelo quociente
entre o numero de peixes ao final do cultivo e men@ de peixes estocados multiplicado por
100.

Para analise da sobrevivéncia final, peso finaterfde converséo alimentar foram
aplicados o teste “F” de analise de variancia. Addias, quando necessarias, foram
comparadas utilizando-se o teste de Tukey, de aamoh Mendes (1999). Todas as analises
foram baseadas ao nivel de confianca de 5,0% enfogalizadas utilizando-se o programa

SysEapro v 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios das variaveis de qualidade d& ags tanque de cultivo, foram de
32,0+1,0 para salinidade, temperatura de 25,0£2,%H de 8,0+0,5, oxigénio dissolvido de
4,8+0,93 mg.L%, alcalinidade de 138,0+10,2 mg.lde CaC@, nitrito 0,06+0,03 mg.Lt e

amodnia total de 0,73+0,2 mgtL sem que apresentassem diferenca estatistie@ 08).
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Segundo Holt et al. (2007), estes sdo valores diéapaaceitdvel para a espécie e
provavelmente, ndo influenciaram nos tratamentos.

As médias das taxas de sobrevivéncia, de pesoefifeibr de conversdo alimentar séo
apresentados na Tabela 2, onde se verifica queshdiferencas estatisticas (P<0,05) entre os

tratamentos.

Tabela 2: Parametros zootécnicos d®. canadum quando cultivado durante 60 dias,

alimentados com bactérias probioticas e desafiedimd/. parahaemolyticus

Probidtico/Tratamento Sob (%)t Pf (g)2 FCA3
Bacillus coagulan$B1+)* 80,0 82,23+0,78  5,66+0,20
Lactobacillus plantarunfL1+) 80,0 83,33+1,56  5,78+0,50
Bacillus circulangB2+) 90,0 83,00+1,48  5,08+0,02
Lactococcus lactis lactid2+) 90,0 91,30+0,98  5,08+0,1%
Controle positivo(C+)** 0,00 71,12+2,02  7,00+0,77
Bacillus coagulan$B1-) 100,60 88,88+7,8%°  4,06+0,09
Lactobacillus plantarunfL1-) 100,0 93,13+9,13*  4,17+0,57
Bacillus circulang(B2-) 100,¢ 90,00+6,88°  4,08+0,08
Lactococcus lactis lactid.2-) 100,60 96,22+10,80  4,38+0,51"
Controle negativo (C-) 1080 93,89+6,28  5,00+1,77

*Em que: (+) - com aplicacd® (-) - sem aplicacédo dé parahaemolyticus)a racao;

1: Sob - sobrevivéncia, 2: Pf — peso final, 3: FEAator de conversao alimentar,
4: Letras diferentes entre os tratamentos indicamn fppuve diferenca na estatistica “W”
(P<0,05). ** as médias de Pf e FCA, para o tratamé{+), foram obtidas levando-se em
conta, o periodo de povoamento até a mortalidade to

Ao se analisar os dados de sobrevivéncia entreieegdo tratamento controle e os
alimentados com racao probidtica e que nao forasafdelos (B1-, L1-, B2-, L2- e C-) e

aqueles que foram desafiados (B1+, L1+, B2+, L2€+¢, verificou-se nitida diferenca



246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

SILVA, A. D. R. S. Aplicagdo de bactérias probids¢c em dietas para juvenis de beijupira... 64

estatistica, constatando-se que os vibrios intexferna sanidade dos peixes, levando-os a
Obito e que oBacillus circulans (B2+) e o Lactobacillus lactis subsp lactis (L2+)
minimizaram a acao do patdgeno, em relacdo aosislenad interpretacdo fundamenta-se na
comparacao dos resultados obtidos no desafio \¢omarahaemolyticusio controle (C+),
quando todos os animais morreram poucos dias aptecalacédo de 3,0x1BUFC.kg" de
racdo e, alternativamente, houve sobrevivéncia grogpos alimentados com bactérias
probioticas.

Melhor sobrevivéncia também foi observado por diwsrautores (ALY et al., 2008;
SON et al. 2009 e GENG et al. 2012) ao utilizareBagillus spp., Lactobacillusspp. e
Lactococcusspp., em racéo para peixes de diversas espéedit38 et al., 2003; ALY et
al., 2008; SON et al. 2009 e GENG et al. 2012).

Peixes que receberamBo coagulansp B. circulanse oL. plantarum apresentaram
melhor peso final quando ndo foram desafiados,eodgmonstra que podem ser utilizados
como probidtico, rotineiramente em cultivo comdrcieodavia, ao comparar os resultados
quando realizado o desafio com o patogeno, versgcggualdade estatistica entre todas as
bactérias testadas, sendo o tratamento controkgimegnado recebeu o probidtico e desafio)
aquele que apresentou melhor peso final, ou sejaapelmente os probioticos melhoraram o
crescimento, em peso, dos animais. Esse melhomgesdo também foi demonstrado por
Ghosh et al. (2003), Aly et al. (2008), Son e{2009) e Geng et al. (2012), em seus estudos.

Alguns autores sugeriram que bactérias podem ayegsearacteristicas probidticas
que influenciam no crescimento, na imunidade ouasnbos (BALCAZAR et al., 2006;
SALINAS et al., 2006; IPINIGRAHI et al., 2007; AL¥t al., 2008), entretanto, em diversos
estudos a associagdo entre bactérias é a condig&oimdicada para determinacdo de um

probiotico (ALY et al., 2008).
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Levando-se em consideracdo apenas as meédias dolades obtidos neste
experimento, em detrimento & comparacao estatistade-se evidenciar uma tendéncia de
melhor desempenho no FCA nos animais submetidogadsoticosBacillus coagulans,
Bacillus circulans, Lactobacillus plantarume Lactococcus lactis subsp. lactis,
sequencialmente, sem o desafio com o patdégenord$amna do patdgeno, restringindo-se a
comparacao dos valores das médias, pode-se im@Bacirculanse oL. lactis subsplactis
como os melhores probidticos.

Ao comparar os dados de sobrevivéncia exibidosajoente com as médias obtidas
para o FCA (Tabela 2), pode-se verificar que acapfio das bactérias probioticas, resultou
em uma melhora no peso, FCA e sobrevivéncia denjs\do beijupira.

Geng et al. (2012) testaram um mix de bactériabi@ioas contendd. subitilis
(7,0 x 10 UFC.gY, B. linqueniformis (3,0 x 1§ UFC.gY), Lactobacillus spp.
(5,0 x 16 UFC.gY) e Artherobacterspp. (1,0 x 19 UFC.gY), avaliando crescimento,
imunidade n&o-especifica e protecdo coMitario harvey em beijupir4, ndo encontraram
diferenca estatistica na sobrevivéncia, nas digecsacentracdes bacterianas utilizadas do
probiotico. Entretanto, verificaram que a suplerag@id com o probidtico, minimizou o
impacto da infeccéo pelo vibrio.

Na avaliacdo hematoldgica, foi verificada uma \@tada contagem diferencial de
leucdcitos, de modo irregular. Esta variacdo foismraaentuada apos o desafio, como pode ser
verificado pelos dados apresentados na Tabela 3pdtte, a variacdo na fase pré desafio
pode ter sido influenciada pelo sistema de cultfgom recirculacdo de agua) e pelo
adensamento. Segundo Ruane et al. (2000), a e#poait estresse pode gerar respostas
fisiol6gicas semelhantes as que ocorrem frenteagestes patogénicos e assim deprimir

respostas de defesa nos hospedeiros.
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Tabela 3: Parametros hematoldgicos & canadum quando cultivado durante 60 dias,
alimentados com racéo probiotica e desafiados\¢oparahaemolyticus
LEUCOCITOS TOTAIS - WBC (uL)
Periodo/Trat Controle B. coagulans L. plantarum B. circulans L. lactistia
Pré desafio 35.772+14.143 38.272+4.778 34.461+3.688.441+14.339 29.127+3.865
Com 41.453+14.848 41.408+6.282 35.785+5.829 48.161#B.7@4.997+19.365
patdégeno

Sem patdogeno  32.333+8.708 39.220+5.055 36.985+7.966.387+9.652 45.091+19.513

LINFOCITOS (uL)

Periodo/Trat Controle B. coagulans L. plantarum B. circulans L. lactistia

Pré desafio 30.268+12.735 33.685+5.661 30.107+1.8328.889+10.415 25.361+3.030
[C)::trggeno 36.857+12.895 35.434+4.506 29.882+4.319 42.80447.980.513+18.346
Sem patdogeno  29.587+8.292  34.227+4.153 31.019+6.286.206+8.985 40.272+17.987

MONOCITOS (uL)

Periodo/Trat Controle B. coagulans L. plantarum B. circulans L. lactistia
Pré desafio 1.699+565 1.528+326 1.322+570 1.4548155 1.213+462
C‘“T‘ 1.424+473 1.861+339 1.827+191 1.579+164 1.469+549
patégeno

Sem patogeno 914+436 1.773+383 2.1124+594 1.676£59 .4711553

NEUTROFILOS (uL)

Periodo/Trat Controle B. coagulans L. plantarum B. circulans L. lactistia

Pré desafio 3.669+1.352 2.961+612 2.982+1.807 23392 2.434+803
C‘“T‘ 2.992+1.768 3.961+1.811 4.005+1.363 3.683+754 2863
patogeno

Sem patégeno 1.768+424 3.219+720 1.363+1.111 3eMP+  3.304+1.673

BASOFILOS (uL)

Periodo/Trat Controle B. coagulans L. plantarum B. circulans L. lactistia

Pré desafio 136+194 99+115 49+98 2031234 120+150

Com 180+156 1524264 71+123 96+166 152+163

patdégeno

Sem patégeno 871151 0 0 961166 44+76
TROMBOCITOS (uL)

Periodo/Trat Controle B. coagulans L. plantarum B. circulans L. lactistia

Pré desafio 44.926+19.437 52.256+10.0943.894+6892 39.339+16.209 38.350+6.973

;C):gtrggeno 42.390+17.068 49.650+14.47650.068+10.656 67.898+22.104 49.647+15.678

Sem patogeno  33.810+3.754  40.482+4.235 43.600+6.881992+11.486  40.463+228

IEm que, Pré desafio: média e desvio padréo (DB)relsultados obtidos antes da fase de
desafio com patégeno; Com patdgeno: média e DPrafndtados dos grupos alimentados
com probidtico e submetidos ao patdgeno; Sem patdgeédia e DP dos resultados dos
grupos alimentados com probidtico e ndo submetiopatdégend/. parahaemolyticuspa
racdo As médias foram obtidas analisando-se trés p@eegatamento a cada biometria.
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Apos o desafio, verificou-se uma elevacdo no nunteraeutrofilos em todos os
peixes, 0 que é significativo da competéncia imogick dos animais. Signor et al. (2010)
afirmaram que o aumento no nimero de neutrofibxduiz 0 esforco do organismo em vencer
possiveis condicdes patogénicas instaladas, endiduthg baixa resisténcia do organismo. A
partir desses resultados € valido inferir que o dsagorobidtico melhora a resisténcia do
animal frente ao patégeno, verificado nos resufiatinleucograma, por reduzir a proliferacao
dos patégenos localizados na luz do trato digestémpedindo que colonizem os tecidos
intestinais, com consequente bacteremia e sepga)do o animal a obito.

Os animais que receberd@ncoagulanstiveram menor variacdo no pos-desafio, cujos
valores ficaram proximo do grupo controle. Altervatnente, os grupos alimentados com
B. circulans, L. plantrure L. lactis subsplactis tiveram maior variacdo, o0 que no minimo
pode ser justificado pelas alteracdes microscopioasoracdo, figado e rim verificados pelas
analises histolégicas.

Verificou-se inflamacdo do pericardio e miocardia proliferacdo dos centros
melanomacréfagos dos peixes desafiados com vibwimje os principais achados
histopatoldgicos, ocorridos neste periodo, estdaridiinados na Tabela 4.

Tabela 4: Principais achados histopatolégicos em 6rgaof.doanadumalimentados com

bactérias probidticas e desafiados ddibrio parahaemolyticus

Probiotico Rim Figado Coracgéao Baco
Bacillus coagulans S/A? D.B2 Pericardite S/IA
Lactobacillus plantarum CMM3 D.B Pericardite SIA
Bacillus circulans S/IA D.B Pericardite S/IA
Lactococcus lactis lactis ~ S/A D.B Miocardite leve S/IA
Controle CMM D.B Miocardite e Pericardite intensa  /AS

Em que, 1. Sem alteracdes, 2. Degeneracdo balorfiséRroliferacdo dos centros
melanomacréfagos.
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Estabelecer um progndéstico comparativo a partir desultados hematolégicos
exibidos na Tabela 3 constitui-se em um grandefidegmis algumas variacbes, como a dos
leucécitos totais, linfocitos e trombdcitos deverstae relacionadas a infeccdo, pois
sabidamente, em peixes teledsteos, estas célidgsogguem a capacidade de fagocitose, sao
rapidamente produzidas em animais imunocompetesitesnstancia que vai ao encontro dos
resultados do pds desafio, quando houve aumentamero de leucqcitos.

Em peixes teledsteos as doencas infecciosas ativaistema imunoldgico celular,
alterando o percentual de células sanguineas dsale&irculantes (BONN et al., 1990).
Assim, ha necessidade de identificacdo e quangéiwae tais células visando o entendimento
de sua participacdo nos processos inflamatorio&/ ARES-DIAS e MORAES, 2004), bem
como a realizacdo de pesquisas basicas a fim derdear qual a melhor estratégia para o

uso de uma bactéria probiotica (NAYAK, 2010).

CONCLUSAO

As bactérias retiradas do intestino do beijupiréilizadas isoladamente como
probioticos, tem influéncia sobre a sobrevivénoiarescimento e nos indices hematoldgicos
para peixes entre 45 e 100 g, cultivados em sistlemacirculacdo e desafiados coMilrio

parahaemolyticus
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Acima de 3 (trés) autores

BAKKE, I. A. et al. Water and sodium chloride effeonMimosa tenuifloraWilld.) poiret
seed germinatiorRevista Caatinga,Mossoro, v. 19, n. 3, p. 261-267, 2006.

Grau de parentesco

HOLANDA NETO, J. P.Método de enxertia em cajueiro-ando-precoce sob adigdes de
campo em Mossor6-RN 1995. 26 f. Monografia (Graduacdo em AgronomiaEseola

Superior de Agricultura de Mossor6, Mossoro, 1995.
COSTA SOBRINHO, Joéo da Silva. Cultura do mel@iaba: Prefeitura de Cuiaba, 2005.

*Qrientacdes utilizaveis para os mais variados &ios de documentos.

O nome ddocal (cidade) de publicagcaaleve ser indicado tal como figura no documento.
COSTA, JMarcas do passadoCuritiba: UEL, 1995. 530 p.

OLIVEIRA, A. |.; LEONARDOS, O. H.Geologia do Brasil 3. ed. Mossor6: ESAM, 1978.
813 p. (Colecao mossoroense, 72).

No caso dosomobnimos de cidadesacrescenta-se 0 nome do estado, do pais etc.
Vicosa, AL; Vigcosa, MG; Vicosa, RJ; Vicosa, RN

Exemplo:

BERGER, P. G. et al. Peletizagdo de sementes &0 f@*haseolus vulgarid..) com
carbonato de calcio, rizébio e molibdéniRevista Ceres Vigosa, MG, v. 42, n. 243, p. 562-
574, 1995.

Quando houvemais de um localpara uma soO editora, indica-se o0 primeiro ou 0 mais
destacado.

SWOKOWSKI, E. W.; FLORES, V. R. L. F.; MORENO, M.. @alculo

de geometria analitica.Traduc&do de Alfredo Alves de Faria. 2. ed. Séo

Paulo: Makron Books do Brasil, 1994. 2Nota — Na obra: Sédo Paulo —

Rio de Janeiro — Lisboa — Buenos Aires — Guatemaligxico — New York

— Santiago

i) Documento cartografica
INSTITUTO GEOGRAFICO E CARTOGRAFICO (S&o Paulo, SRggiées de governo do
Estado de S&o PauloSao Paulo, 1994. 1 atlas. Escala 1:2.000.
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J) Em meio eletronico (CD e Internet)

GUNCHO, M. R. A educacéo a distancia e a bibliotesiversitaria. In: SEMINARIO DE
BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS, 10., 1998, Fortalez&nais... Fortaleza: Tec Treina,

1998. 1 CD-ROM.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do abastecimenSNPC — Lista de Cultivares

protegidas. Disponivel em: <http://agricultura.gov.br/scpst/l200.htm>. Acesso em: 08 set.

2008.

GOMES, C. C.Como controlar formigas de forma alternativas Disponivel em:

<http://www.agrisustentavel.com/ta/formigas.htmzesso em: 07 jun. 2004.

Unidades e
simbolos do
Sistema
Internacional Unidades
adotados pela
Revista Caatinga

Grandezas basicas

Simbolos Exemplos

Comprimento
Massa quilograma
Tempo
Corrente elétrica
Temperatura
termodinamica

Quantidade de substancia

metro M
quilograma
segundo S

amper A
Kelvin K

mol mol
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Unidades derivadas

Velocidade
Aceleracao
Volume
Frequéncia
Massa especifica
Forca
Presséo
Energia
Poténcia
Calor especifico
Calor latente
Carga elétrica
Potencial elétrico
Resisténcia elétrica
Intensidade de
energia
Concentragao
Condutancia
elétrica
Condutividade
elétrica
Temperatura
Angulo
Percentagem

Metro cubico, litro
Hertz
newton
pascal
joule

waltt

coulomb
volt
ohm
Watts/metros
guadrado
Mol/metro cubico

siemens

desiemens/metro

Grau Celsius

Grau

m s-1
m s-2
M3, L*
Hz
Kg m-3
N
pa
J
W
J (kg 0C)-1
J kg-1
C
\%
Q

W m-2

Mol m-3

dS m-1

0oC

%

343 ms-1
9,8 ms-2
1 m3,1 000 L*

10 Hz

1.000 kg m-3
15N

1,013.105 Pa
4]

500 W
4186 J (kg 0C)-1
2,26.106 J kg-1

1C
25V

290

1.372 W m-2
500 mol m-3

300 S

5dS m-1

250C
300
45%

NUmeros mencionados
4.8:5,3

em sequéncia devem ser sepgramonto e virgula(;). Ex: 2,5;
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4. Observacdes pertinentes - Revista Caatinga

a) Referente ao trabalho

1. O trabalho é original?

2. O trabalho representa uma contribuicdo cieatfiiera a area de Ciéncias Agrarias?

3. O trabalho esta sendo enviado com exclusivigade a Revista Caatinga?

b) Referente a formatacao

1. O trabalho pronto para ser submetido online@siéindo os nomes dos autores?

2. O trabalho contém no maximo 20 paginas, estémaeato A4, digitado em espaco 1,5 cm;

fonte Times New Romam, tamanho 12, incluindo daftu

3. As margens foram colocadas a 2,5 cm, a numer@dggraginas foi colocada na margem

inferior, a direita e as linhas foram numeradafdaa continua?

4. O recuo do paragrafo de 1 cm foi definido nanfmiacdo do paragrafo? Lembre-se que a
revista ndo aceita recuo de pardgrafo usandoa'fE8B” ou a “barra de espaco”.

5. A estrutura do trabalho esta de acordo com ama®) ou seja, segue a seguinte ordem:
titulo, autor(es), resumo, palavras-chave, tituio iaglés, abstract, keywords, introducéo,
material e métodos, resultados e discussdo, cdedusagradecimentos (opcional) e
referéncias?

6. O titulo contém no maximo 15 palavras?

7. O resumo bem como o abstract apresentam no rm@&&Mhpalavras?

8. As palavras-chave contém entre trés e cincoo®rrmiciam com letra maiuscula e
separadas por ponto?

9. A introdugdo contém citacdes atuais que aprasemn¢lacdo com o assunto abordado na
pesquisa e apresenta, no maximo, 550 palavras?

10. As citacdes apresentadas na introducéo forapmegiadas para fundamentar a discussao
dos resultados?

11. As citacdes estdo de acordo com as normavidsafe

12. As tabelas e figuras estao formatadas de acomacas normas da revista e estéo inseridas
logo em seguida a sua primeira citacdo? Lembrad&®eg permitido usar “enter” nas células
gue compdem a(s) tabela(s).

13. A(s) tabela(s), se existente, esta no formettato?

14. A(s) figura(s) apresenta qualidade maxima celo menos 300 dpi?

15. As unidades e simbolos utilizados no seu tnabaé encontram dentro das normas do

Sistema Internacional adotado pela Revista Ca&inga
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16. Os numeros estao separados por ponto e virgula®0; 2,0; 3,5; 4,0

17. As unidades estdo separadas do numero porpagossSEx: 5 m; 18 km; Excecédo: 40%;
15%.

18. O seu trabalho apresenta entre 20 e 30 refasgsendo 60% destas publicadas com
menos de 10 anos em periddicos indexados?

19. Todas as referéncias estao citadas ao lontgxty

20. Todas as referéncias citadas ao longo do &stém corretamente descritas, conforme as

normas da revista, e aparecem listadas?

c) Demais observacoes

1. Caso as normas da revista nao forem seguida®s@mnente, seu trabalho nao ira tramitar.
Portanto, € melhor retardar o envio por mais algdias e conferir todas as normas.
Recomenda-se consultar sempre o Ultimo numero davistRe Caatinga
(http://periodico.caatinga.ufersa.edu.br/index.phpsistema) isso podera lhe ajudar a
esclarecer algumas duvidas.

2. Procure sempre acompanhar a situacdo de sealhtalpela pagina da revista
(http://periodico.caatinga.ufersa.edu.br/index.php/stema).

3) Esta lista de verificacdo ndo substitui a revig&nica da Revista Caatinga, a qual todos os
artigos enviados seréo submetidos.

4) Os artigos serao publicados conforme a ordeapde/acéo.



