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RESUMO

As tildpias apresentam caracteristicas e atributos que as torna uma espécie ideal para o cultivo
em sistemas intensivos. Esse padrdo de cultivo normalmente gera um questionamento quanto a
sustentabilidade ambiental. Alternativas vem sendo buscadas visando mitigar problemas
ambientais como a manipulagdo das comunidades naturais dos sistemas aquaticos como o
biofilme perifitico. Basicamente, as comunidades microbianas podem se beneficiar das altas
cargas de nutrientes promovendo a melhoria da qualidade de 4gua e melhorando o desempenho
do cultivo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o processo de colonizacdo e
estabilidade do biofilme perifitico em condicdo indoor e em diferentes tipos de substratos
submersos, analisando a influéncia destes na manutencdo da qualidade de &gua, desempenho
zootécnico e resisténcia de juvenis de Oreochromis niloticus frente ao patégeno Pseudomonas
aeruginosa. A pesquisa foi realizada no Instituto de Ciéncias do Mar — Labomar. Foi avaliado
0 desempenho do biofilme perifitico formado por um consorcio bacteriano constituido por
Rhizobium rosettiformans; Pseudomonas sp; Enterobacter sp; Burkholderia sp no cultivo de
tilapias do Nilo. Para tanto, o desenvolvimento do biofilme ocorreu em distintos materiais como
substratos, sendo empregado em diferentes tratamentos (T1 redes flexiveis de plastico; T2
placas de PVC; T3 fibra natural de juta e T4 controle auséncia de substratos). A colonizacao da
comunidade microbiana foi modificada pelo tipo de material usado como substrato, sendo
observado diferencas na quantificacdo bacteriana e componentes do zooperifiton. A presenca
do biofilme nos ambientes de cultivo proporcionou um melhor crescimento para 0s peixes e
resisténcia a Pseudomonas aeruginosa quando comparado com o tratamento controle, mas 0s
resultados ndo diferiram entre os tratamentos com diferentes substratos. N&o foi visto influéncia

do biofilme nos parametros de qualidade de agua.

Palavras-chaves: Perifiton. Meio suporte. Cultivo baseado em biofilme.



ABSTRACT

Tilapia have characteristics and attributes that make them an ideal species for cultivation in
intensive systems. This cultivation pattern usually raises questions about environmental
sustainability. Alternatives have been sought to mitigate environmental problems such as the
manipulation of natural communities in aquatic systems such as periphytic biofilm. Basically,
microbial communities can benefit from high nutrient loads by promoting improved water
quality and improving cultivation performance. The present study aimed to evaluate the
colonization process and stability of the periphytic biofilm in indoor conditions and in different
types of submerged substrates, analyzing their influence on the maintenance of water quality,
zootechnical performance and resistance of juveniles of Oreochromis niloticus against the
pathogen Pseudomonas aeruginosa. The research was carried out Instituto de Ciéncias do Mar
— Labomar, where was evaluated the performance of the periphytic biofilm formed by a
bacterial consortium consisting of Rhizobium rosettiformans; Pseudomonas sp; Enterobacter
sp; Burkholderia sp in the culture of Nile tilapia. For this, the development of biofilm occurred
in different materials as substrates, being used in different treatments (T1 flexible plastic nets;
T2 PVC plates; T3 natural jute fiber and T4 control absence of substrates). The colonization of
the microbial community was modified by the type of material used as a substrate, with
differences in the bacterial quantification and components of the zooperifiton. The presence of
biofilm in the cultivation environments provided better growth for fish and resistance to
Pseudomonas aeruginosa when compared to the control treatment, but the results did not differ
between treatments with different substrates. No influence of biofilm on water quality

parameters was seen.

Keywords: Periphyton. Half support. Biofilm based cultivation.
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APENDICE A - PERFIL ENZIMATICO,ANTAGOSNISMO FRENTE
A PSEUDOMONAS AERUGINOSA E FORMACAO DE BIOFILME
DAS BACTERIAS QUE COMPUSERAM O CONSORCIO INICIADOR
DO BIOFILME PERIFITICO (ADAPTADO DE DA SILVA,



11

1 INTRODUCAO

A aquicultura é um dos mais importantes setores de producéo de alimentos. Apesar
de ndo apresentar altas taxas de crescimento a nivel mundial desde a década de 1990, ainda
continua sendo o setor desta categoria que mais cresce, com taxa anual de 4,5% entre os anos
de 2011 a 2018, como mostram os ultimos dados referente a aquicultura mundial (FAO, 2020).

Dentre as atividades desenvolvidas na aquicultura, um setor que vem recebendo
destaque é a piscicultura. No ano de 2017, cerca da metade da producdo mundial aquicola foi
referente ao cultivo de peixes, havendo uma grande expansao principalmente dos cultivos em
ambientes de &gua doce (EL-SAYED, 2020). Esses autores ainda apontam como uma das
principais espécies cultivadas, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Atualmente o cultivo desta espécie encontra-se em expansao em todo o mundo, no
entanto, fatores como a escassez de dgua doce e a competicdo por este recurso com outras
atividades, como a agricultura dentre algumas atividades urbanas, faz com que os cultivos
mudem gradativamente dos tradicionais sistemas semi-intensivos para os intensivos (FAO,
2020). Essa mudanca no sistema de producdo da tilapicultura faz com que haja uma maior
entrada de residuos organicos nos cultivos, resultante de insumos de racdo ndao consumida e
excretas dos animais que se decompdem em amonia (SCHULTER; VIEIRA-FILHO, 2017).

Neste contexto, uma medida promissora para a mitigacao desses problemas seria a
utilizacdo das comunidades naturais dos sistemas aquaticos, que poderiam beneficiar-se das
altas cargas de nutrientes promovendo a melhoria da qualidade de agua e melhorando o
desempenho do cultivo, além de serem convertidos em massa corporal pelos organismos
cultivados (DE-MORAIS et al., 2020).

Com base nisso, varias tecnologias mais sustentaveis vém ganhando importancia
guanto a sua aplicacdo em atividades aquicolas, dentre estas pode-se destacar a aquicultura
baseada em biofilme perifitico (REN et al., 2019).

O biofilme perifitico ou comunidade perifitica é constituido por um espontaneo e
complexo microecossistema composto por uma matriz mucopolissacaridica com um agregado
de microrganismos heterotroficos e autotréficos tais como: bactérias, fungos, microalgas,
protozoéarios, componentes do zooplancton dentre outros invertebrados que podem viver
aderidos a substratos submersos (AZIM et al., 2005; SABATER et al., 2007). Desempenha um
papel fundamental nos ecossistemas aquaticos e consequentemente nos ambientes de cultivo no
que se refere a bioprodutividade, através da remocao de substancias toxicas, nutrientes e metais
dos corpos hidricos (WU, 2017; GARCIA et al., 2016).
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Contudo, a aplicacdo do biofilme nos sistemas de aquicultura ainda ndo foi
analisada em todas as suas dimens6es (DE-MORAIS et al., 2020). Havendo a necessidade do
entendimento entre as relacbes da comunidade e meio, podendo ser avaliado através da
observacao das respostas da comunidade a diferentes perturbacGes ambientais e averiguando a
sua capacidade de recuperacdo (FREITAS, 2018). Assim sendo, essas etapas S80 necessarias
para o aprimoramento do conhecimento pratico acerca dessa comunidade, que levaria a um
melhor aproveitamento das fungdes ecologicas no ambiente de piscicultura que sdo dependentes
de fatores como: composicdo taxondmica da comunidade, luz e o tipo de substrato para
colonizagdo (ABWADO et al., 2014).

Isto posto, ha necessidade de pesquisas que avaliem os efeitos da oferta de
diferentes condi¢cdes ambientais sobre o estabelecimento e dindmica do biofilme perifitico em
ambientes de piscicultura, identificando as possiveis interferéncias indiretas sobre a
manutenc¢do da qualidade de agua e desempenho zootécnico.

Considerando essas condicdes, e partindo de um consorcio bacteriano selecionado
para iniciar a formacao do biofilme, permitindo uma composicdo base em todos os tratamentos
avaliados, a hipotese a ser testada neste trabalho é que a dindmica sucessional do biofilme
perifitico, assim como as condicfes ofertadas por esta comunidade ao meio de cultivo, sofrera
modifica¢Oes dependentes do tipo de material utilizado como substratos para o estabelecimento
da comunidade microbiana.

Portanto, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o processo de colonizacéo
e estabilidade do biofilme perifitico em condicdo indoor e em diferentes tipos de substratos
submersos, analisando a influéncia destes na manutencdo da qualidade de &gua, desempenho
zootécnico e resisténcia de juvenis de Oreochromis niloticus frente ao patégeno Pseudomonas
aeruginosa. E especificamente:

1) Avaliar o processo de colonizacdo e estabilidade do consorcio bacteriano
iniciador do biofilme perifitico e demais componentes;

2) ldentificar o melhor tipo de substrato para a acumulacdo da biomassa perifitica;

3) Comparar os parametros zootécnicos de O. niloticus de distintos sistemas de
cultivo;

4) Analisar os parametros de qualidade de agua dos distintos sistemas de cultivo;

5) Verificar a resisténcia dos peixes cultivados em sistemas com diferentes
substratos a P. aeruginosa;

6) Correlacionar os principais parametros zootécnicos com a bioacumulacdo da

comunidade bacterina do biofilme perifitico.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Referencial Teorico

2.1.1 Aquicultura mundial e os desafios do processo de intensificacdo nos sistemas de

cultivo

A aquicultura é uma atividade que consiste no cultivo em sistemas controlados ou
semicontrolados de espécies aquaticas ou que tenham parte do seu ciclo de vida em meio
aquatico (SCHULTER; VIEIRA-FILHO, 2017). Evidencia-se como uma atividade sustentavel
e que gera impactos positivos no setor social e econdémico através da geracdo de empregos,
renda, reducdo da pobreza e fome (SIQUEIRA, 2018). Ainda segundo o autor, destaca-se
através da sua rapida expansdo gracas a insercao no final do século XX de novas técnicas de
producdo acessiveis, que permitiu uma tendéncia de alta producdo para as décadas seguintes.

Com crescimento evidente e rapido desde a década de 1970, a aquicultura
inicialmente respondia por menos de 4% do pescado consumido no mundo, no entanto a partir
do ano de 2015 superou a pesca como origem de pescado para 0 consumo humano, chegando a
representar 53% de toda a producdo mundial (HAMILTON, 2020).

Em 2018, a produgédo global foi de 114,5 milhdes de toneladas superando o
produzido nos anos anteriores. Desse total, cerca de 54,3 milhGes de toneladas foi referente ao
cultivo de peixes, caracterizando-se como o grupo mais cultivado com 7,3 milhdes de toneladas
produzido em mariculturas e aquicultura costeira e 47 milhdes na aquicultura continental (FAO,
2020). Para esse grupo de organismos, segundo o ultimo levantamento da FAO, a espécie mais
cultivada mundialmente foi a Carpa Capim (Ctenopharyngodon idellus), seguido pela Carpa
Prateada (Hypophthalmichthys molitrix) e Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Esse crescimento é resultado principalmente da expansédo dos cultivos intensivos de
peixes, seja em viveiros escavados, tanques, raceways, gaiolas flutuantes, sistemas de
recirculacdo e aquaponia (EL-SAYED, 2020). Ainda segundo o autor, dentre os grupos citados,
os individuos do género Oreochromis apresentam destaque no cultivo intensivo devido sua
rusticidade, o que permite tolerar altas densidades, assim como uma grande variedade de
condicdes ambientais, podendo ser resistentes a estresse, doengas e manuseio quando
comparadas com outras espécies de interesse econdmico.

A principal vantagem da intensificagdo da producdo é a capacidade de produzir

mais em uma area reduzida e com menor volume de agua disponivel, além da alta eficiéncia,
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previsibilidade e capacidade produtiva (NUNES, 2019). No entanto, outros fatores como: altos
investimentos iniciais, planteis livres de enfermidades, racdo de alta qualidade nutricional,
podem dificultar o processo de intensificacdo (EL-SAYED, 2020). Associado a isso, a
decorrente limitacdo de éareas interiores, acompanhado pela competicdo com atividades
agricolas e industriais, dentre outros requisitos urbanos; a escassez de recursos hidricos
continentais, principalmente nas regiées semiaridas e as mudancas climaticas, configura-se
como fatores que podem limitar a expansao da atividade (FAO, 2020).

Ainda associado a esse processo, podem surgir problemas ambientais relacionados
ao acumulo de nutrientes que geram preocupacbes quanto a sustentabilidade desses
empreendimentos (STRAIN, 2005). Li e Boyd (2016) enfatizam que com o0s sistemas
intensificados ha uma maior acumulacdo de compostos nitrogenados, que leva a deterioracédo
na qualidade da agua, sendo o maior fator que limita a produtividade e intensificacdo da
atividade.

Em vista disso, um processo de intensificacdo ndo planejado do empreendimento
pode ser questionado no que se refere a sustentabilidade dos cultivos. Conforme ressaltam
Anand et al. (2019), a medida que os cultivos intensivos expandem-se, surgem desafios como
0 aumento dos custos na alimentac¢ao dos organismos, surtos de doencas e questdes relacionadas
a sustentabilidade ambiental. Desse modo, surge a necessidade da ado¢do de estratégias de
cultivos e técnicas que visam a manutencdo da qualidade de agua e a reducdo da ocorréncia de
patdgenos nos ambientes de cultivos (FERREIRA, 2014).

2.1.2 Perifiton e os principais fatores que influenciam o crescimento da comunidade

O biofilme perifitico é definidko como uma complexa comunidade de
microrganismos constituida por bactérias, fungos, protozoarios, microalgas, zooplancton dentre
outros invertebrados que vivem associados a uma matriz orgénica e aderidos a substratos
submersos (AZIM et al., 2005; GATUNE; VANREUSEL; DE TORCH, 2017).

Se destaca como um importante componente dos ecossistemas aquaticos
desempenhando diversas func¢des ecolodgicas, que sdo essenciais para esses ambientes, por meio
da influéncia da produgéo primaria, cadeias alimentares e reciclagem de nutrientes e matéria
(MOHAPATRA et al., 2016). Devido a isso, 0s estudos com essa comunidade facilitam a
compreensdo de varios processos naturais desde aqueles relacionados a produtividade até

investigacdes sobre a interagdo entre os niveis troficos (SAIKIA; DAS, 2009).
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No entanto, o estabelecimento da comunidade depende de uma série de fatores que
determinam a dindmica e o crescimento dos seus componentes no biofilme, e consequentemente
a sua funcdo (VAN DAM et al., 2002). Wu (2017) em seu livro que aborda as funcGes e
aplicacdes do perifiton na remediacdo ambiental, define e categoriza os principais fatores que
podem influenciar o seu crescimento. De acordo com esse autor, os fatores sdo divididos em
dois grupos, os abidticos que podem ser quimicos (concentracdo de nutrientes), fisicos
(temperatura, pH, substrato e luz) e hidroldgicos (velocidade da agua e regime hidroldgico) e

0s bioticos como: predacdo, pastejo e parasitismo (Figura 01).

Figura 01 — Principais fatores bioticos e abioticos que podem determinar a dindmica
o0 estabelecimento do biofilme perifitico nos ecossistemas aquaticos.

Fatores que afetam o crescimento
perifitico

I

]
| - Q- I EE . L. Predagio,
Hidrolagicos Fisicos Quimicos Pastejo,

Parasitismo.

Velocidade da agua; Luz; Temperatura, Concentragio de
Regime hidrologico. Substrato, pH. nutrientes.

Fonte: Adaptado Wu, 2017.

2.1.2.1 Concentracao de nutrientes

Um importante caminho para a compreensao da relacdo entre a concentracao de
nutrientes e o biofilme perifitico, seriam os estudos que abordam a influéncia da adicdo de
nutrientes no meio (WU, 2017). Dessa forma, trabalhos como o de Xu, Morris e Samocha
(2016) enquadra-se nessa afirmacdo. Esses autores demonstraram que a manipulacdo da
concentracdo de carbono e nitrogénio em ambientes de cultivo, pode afetar diretamente a taxa
de crescimento do biofilme, devido a ocorréncia de diferentes vias de utilizacdo desses
nutrientes como substratos pelos microrganismos.

Essas informagdes estdo de acordo com os resultados observados por Ren et al.

(2019), em um estudo que avaliou os efeitos da taxa de carbono e nitrogénio na capacidade de
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bactérias constituintes do biofilme em melhorar a qualidade da &gua, através da metodologia de
bioflocos aplicado no cultivo de L. vannamei. Esses autores destacaram que o crescimento e
funcdo de diversos grupos bacterianos do biofilme, sofre influéncia direta da concentracédo
desses nutrientes no ambiente, como no aumento da abundancia de bactérias heterotroficas
mediante a0 aumento da concentragao de nutrientes.

Isso também é observado por Wei, Wang e Liao (2020), em um estudo que avaliou
a influéncia da adicdo de diferentes fontes de carbono em ambientes de cultivo. Esses autores
notaram que a concentracdo de carbono afetou ndo somente a estrutura e composicdo
microbiana como também a funcdo exercida pelo biofilme, onde observaram que de acordo
com a fonte de carbono utilizada, amido, glicerol ou glicose a atividade antagonica do biofilme
frente a patdgenos alternava. No entanto, estudos como o de Jiang et al. (2020) verificaram que
adicdo de fontes de carbono como amido, pode alternar a riqueza de espécies do biofilme, mas
n&o a diversidade que seria um fator preponderante na facilitagdo da decomposicéo de poluentes
quimicos do meio e consequentemente, na melhoria da qualidade de agua.

Nesse contexto, a adi¢cdo de nutrientes podera influenciar a estrutura do biofilme de
forma direta, isso ira depender da concentracao e o tipo de componente quimico. Por exemplo,
fontes de nutrientes simples de assimilacdo requerem menos tempo de decomposicao, refletindo
diretamente no tempo de resposta de determinados grupos de microrganismos, que por sua vez,
podem ter um incremento na sua abundancia (WEI; WANG; LIAO, 2020). Diante disso, com
0 aumento da ocorréncia de alguns grupos no biofilme, pode haver o impedimento do
estabelecimento de outros de forma indireta a concentracdo de nutrientes. Por exemplo, uma
maior demanda quimica de oxigénio resultante das altas taxas de respiracdo por grupos
preestabelecidos do biofilme, devido facil e rapida assimilacdo dos nutrientes disponiveis, pode

limitar o crescimento e estabelecimento de outros (JIANG et al., 2020).

2.1.2.2 Temperatura

Wu (2017), sugere que a temperatura da agua interfere no crescimento e
estabelecimento do biofilme perifitico, no que se refere as mudancas na taxa do metabolismo
dos constituintes da comunidade. As mudangas na temperatura do meio, tém relagéo direta em
processos como: respiracao, fotossintese e atividade enzimatica que determinara a formacéo do
biofilme e eficiéncia na utilizacdo de substratos (nutrientes).

Isso esta de acordo com os resultados observados em estudos aplicados em

ambientes de cultivo. Levy et al. (2017) em um estudo que avaliou a eficiéncia de biofiltros
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baseados em biofilme perifitico, observaram uma relacdo direta entre 0 aumento na taxa de
crescimento especifico (TCE) da comunidade perifitica para cada 1 °C de aumento na
temperatura da dgua. Também houve mudangas na TCE com variagdo da composicdo da
comunidade de acordo com a estacéo.

Consequentemente, com a alteracdo da composi¢do do biofilme exposto a uma
variacdo de temperatura, a funcéo exercida pela comunidade também poderé variar. Cole et al.
(2019) avaliando os efeitos da adicdo de substratos em ambientes de cultivo na composicéo
bacteriana e concentracdes de nutrientes, encontraram uma maior abundancia na comunidade
bacteriana no verdo, que coincidiu com os menores valores na concentragdo de nitrogénio.
Segundo esses autores, isso ocorreu devido uma melhor performance do grupo de bactérias
nitrificantes, principalmente estirpes do género Bacillus que foram favorecidas com

temperaturas ideais entre 25 °C a 35 C°, nessa estacao.

2.1.2.3 pH

Ha poucos estudos que avaliam o real impacto do pH sobre a dindmica e funcéo da
comunidade perifitica. No entanto, Wu (2017) afirma que a diminuicdo do pH pode estar
relacionada a reducdo da riqueza de espécies no biofilme, ao passo que pode aumentar a
abundancia de determinados grupos, como alguns representes de algas perifiticas. Segundo o
autor, organismos da familia Zygnematacea sdo frequentemente descritos sendo favorecidos
com a diminuicdo do pH do meio.

O pH pode facilitar na absorcdo de ions metalicos pelos organismos aquaticos,
através do aumento da solubilidade desses componentes. Foi verificada uma relacéo inversa
entre o pH e a capacidade de absorcdo de arsénio pelo biofilme perifitico em corpos hidricos
contaminados (LOPEZ; FUNK; BUCHWALTER, 2017). O mesmo comportamento foi
verificado para algumas espécies de algas (BIODEG; SIBI, 2014), demonstrando que baixos

valores de pH podem aumentar a capacidade de depuracéo desses organismos.

2.1.2.4 Substrato

O substrato oferece um espaco fisico para o estabelecimento do biofilme perifitico,
no entanto a abundancia e composi¢do da comunidade pode ser determinada de acordo com o
tipo utilizado, devido suas propriedades quimicas e fisicas (WU, 2017). Eles ainda podem

enquadrar-se em dois grupos: substratos naturais e artificiais (MOSCHINI, 1999), que
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determinam a composi¢do e o periodo do desenvolvimento da comunidade (BICUDO;
MENEZES, 2006).

Dessa forma, nos estudos que investigam a interacdo entre o biofilme perifitico e o
meio, o substrato utilizado pode determinar o desenvolvimento dos microrganismos de diversas
formas, influenciando desde a produtividade priméria, colonizagdo, sucessdo dos organismos
constituintes a eficiéncia da remoc¢do de compostos poluentes (CAO et al., 2019). Todavia, a
grande diversidade de substratos pode facilitar os estudos e a aplicacdo do perifiton, quanto a
escolha do que melhor adequa-se a pesquisa ou o layout do cultivo (RICHARD et al., 2009).

Para os estudos realizados em ambientes de cultivo, pode-se notar a utilizacdo de
uma maior diversidade de substratos artificiais aplicados a culturas de diversas espécies do que
os naturais (Quadro 01). Geralmente a composi¢do dos substratos artificiais tem pouca
interferéncia sobre a comunidade, dessa forma, minimizando as diferencas da composi¢éo dos
organismos e possibilitando uma melhor formagé&o das fases de crescimento e estabelecimento
(GORDILLO-GUERRA; GUEVARA; REINOSO-FLOREZ, 2020).

No entanto, alguns autores apontam a necessidade da realizacdo de estudos futuros
gue investiguem a utilizacdo e capacidade de retencdo de biomassa perifitica em substratos
biodegradaveis (naturais), devido a inconsisténcia dos atuais resultados referente a presenca e
abundancia de determinados grupos de microrganismos no biofilme neste tipo de substrato
(RICHARD et al., 2009).



Quadro 01 — Principais substratos naturais e artificiais utilizados para a colonizagéo da

biomassa perifitica em sistemas de cultivos.

Substrato Tipo Autor Espécie cultivada
Russo, 2008 Litopenaeus vannamei,
Farfantepenaeus paulensis
Aguamats®* Atrtificial Santana—é(oulr;lar etal., Litopenaeus vannamei
Ballester et al., 2007 | Farfantepenaues paulensis
Fibra de Vidro Artificial | Richard et al., 2009 falaled
Cavalcante etal., Oreochromis niloticus
2017
e Audelo-Naranj . .
Placas de PVC Atrtificial Udea(l) 281a2 Jjo et Litopenaues vannamel
Khatoon et al., 2007 Penaeus monodon
Milstein; Peretz; Oreochromis niloticus x
Harpaz, 2008 Oreochromis aureus
GOmez-Ramirez et ek
Rede de Jardim > al., 2019
%rﬁme(rﬁ;ﬁ;‘)l = | Artificial | Richard et al., 2009 e
Milstein; Peretz; Oreochromis niloticus x
Harpaz, 2008 Oreochromis aureus
Guttman et al., 2018 Mugil cephalus
Levy et al., 2017 Mugil cephalus
Richard et al., 2009 falaie
Rede Polietileno < - Milstein; Peretz; Oreochromis niloticus x
3mm (malha) ~ | Artificial Harpaz, 2008 Oreochromis aureus
Schvertzer et al., Litopenaeus vannamei
2013 P
Neves, 2009 thopena.eus vannamel,
Mugil platanus
. I GOmez-Ramirez et .
Tecido Atrtificial al.. 2019
Telha de Ceramica | Artificial | Khatoon et al., 2007 Penaeus monodon
Audelo-Naranjo;
The Water Artificial | Votolina; Romero- Litopenaues vannamei
Cleanser™* ,
Beltran, 2012
Barringtonia sp Natural | Azimetal., 2002 b Peixe**
Anand et al., 2019 Penaeus monodon
Coleetal., 2019 Cherax cainii
Chikorela; Chirwa; Tilapia rentali
Bambu Natural Mzengereza, 2019 P

Biswas et al., 2017

Mugil cephalus

Kumar et al., 2015

Penaeus monodon

Anand et al., 2013

Penaeus monodon

“Continua”
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“Conclusio”

Quadro 01 — Principais substratos naturais e artificiais utilizados para a colonizacédo da
biomassa perifitica em sistemas de cultivos.

Substrato Tipo Autor Espécie cultivada
Audelo-Naranjo et Litopenaeus vannamei
al., 2010
Asaduzzaman et al., Aristichthys nobilis,
2009 Ctenophoraryngodon idella
Bambu Natural Khatoon et al., 2007 Penaeus monodon
Mridula et al., 2003 Labeo fimbriatus
Azim et al., 2002 a Labeo rohita, Catla catla,
Labeo calbasu
Esponja veg_etal Natural | Khatoon et al., 2007 Penaeus monodon
(Luffa aegyptiaca)
Folha de Palmeira Natural Milstein; Peretz; Oreochromis niloticus x
(Phoenix dactylifera) Harpaz, 2008 Oreochromis aureus
Gomez-Ramirez et -
Madeira Natural al., 2019
Richard et al., 2009 Fhx

Fonte: Préprio autor.
Legenda: *Substratos artificiais comerciais; ** Espécie cultivada ndo informada pelos autores; *** Auséncia de
animais na pesquisa.

2.1.25 Luz

O fator luminosidade ira determinar a dindmica da comunidade perifitica através da
influéncia na temperatura e crescimento dos organismos constituintes, regulando
principalmente os componentes autotréficos e definindo significativamente a concentracdo de
clorofila-a nos ambientes aquaticos (WU, 2017). Dessa forma, o fluxo luminoso pode modificar
a producdo primaria, fixacdo de carbono, ciclagem de nutrientes e o desempenho na melhoria
da qualidade de &agua pelos organismos fotoautotréficos (MOHAPATRA et al., 2016;
FRANCO, 2013).

Diante disso, estudos sdo executados nos ambientes de cultivo, com o objetivo de
investigar os efeitos da variagdo da luminosidade sobre a dindmica das comunidades
microbianas e/ou desempenho das espécies cultivadas.

Trabalhos como Fleckenstein et al. (2019) que averiguaram o efeito da iluminagéo
suplementar com LED na qualidade de agua e performance do L. vannamei em sistemas de
cultivos indoor. Esses autores constataram que 0s ambientes expostos a uma maior
luminosidade tiveram melhores resultados devido ao crescimento dos organismos

fotossintéticos, quando comparado aos ambientes com baixos niveis de iluminagdo. Esses
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achados apontam a importancia da exposicéo de sistemas de cultivos a luz, devido ao aumento
da abundéncia de organismos autotroficos nesses ambientes, possibilitando beneficios como a
melhoria da qualidade de agua, desempenho zootécnico e 0 aumento da resisténcia das espécies
cultivadas frente a diversos patogenos (GE et al., 2017).

No entanto, o crescimento do fitoplancton também pode causar eventuais
problemas durante a fase de cultivo. Flutuagbes diédrias na qualidade de &gua dos sistemas
podem ser relacionadas ao crescimento desses, e nos empreendimentos dependentes da
produtividade primaria, pode ocorrer a acumulacdo de compostos nitrogenados em dias
nublados. Em tanques de cultivo de L. vannamei com tecnologia de bioflocos foi verificado um
aumento significativo da melhoria da qualidade de 4gua em ambientes com baixos niveis de
luminosidade (REN et al., 2019). Segundo os autores, a condicdo de luz e taxa de nutrientes
permitiram o estabelecimento de bactérias heterotroficas pertencentes ao ciclo do nitrogénio
que foram eficientes na oxidacdo de amdnia e nitrito dos sistemas de cultivo.

Segundo os autores supracitados, essa condi¢cdo de luz e taxa de nutrientes
ofertadas, permitiram o estabelecimento de bactérias heterotroficas pertencentes ao ciclo do
nitrogénio que foram eficientes na oxidacdo de amonia e nitrito dos sistemas de cultivo.

Esses resultados estdo de acordo com o observado por Jiang et al. (2020) em um
estudo que buscou entender a influéncia da adicdo de diferentes taxas de carbono e
luminosidade sobre a composicéo e fungéo estabelecida pela comunidade microbiana de um
sistema de bioflocos no cultivo de L. vannamei. Segundo os resultados observados, apesar da
diferenga na concentragdo de clorofila-o, quando as taxas de nutrientes eram mantidas, ndo
havia diferenca na eficiéncia de remocdo de compostos nitrogenados sobre as distintas
condigdes de luz.

Franco (2013) em um estudo que observou a interacdo entre 0s componentes
autotroficos e heterotréficos da comunidade perifitica, buscando entender o efeito da
disponibilidade de luz e nutrientes sobre a estequiometria na cadeia alimentar aquatica,
consegue explicar as duas situacdes observadas nos resultados dos trabalhos mencionados.
Segundo esse autor, quando a concentracao de nutrientes é mantida a variagdo da luminosidade
interferird na interacdo entre os organismos da comunidade, intervindo na ocupagdo do nicho
ecologico pelos grupos de microrganismos. Desse modo, 0 autor explica que em um ambiente
onde haja uma alta incidéncia luminosa, é possivel observar uma interacdo de competicdo entre
0s componentes autotroficos e heterotréficos do biofilme perifitico, onde os autotréficos teriam
vantagens sobre os heterotroficos devido as condic¢Bes propicias do meio. No entanto, em um

ambiente com uma menor incidéncia luminosa, a interagdo ecologica observada seria o
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comensalismo, onde os heterotroficos teriam vantagens sobre a presenca dos autotréficos sem
que esses prejudicassem os Ultimos.

Ou seja, em um ambiente com baixa incidéncia luminosa 0s componentes
autotroficos teriam uma deficiéncia na capacidade de assimilar o carbono produzido, devido a
diminuicdo do fator luz, e esse carbono excedente, que ndo foi utilizado para a producéo de
biomassa pelos autotroficos, seria utilizado pelos componentes heterotréficos, os quais teriam
um incremento na sua abundancia e facilitando o seu estabelecimento nesse tipo de condigcdes
ambientais (FRANCO, 2013).

Diante do exposto, de acordo com a composi¢do e funcdo estabelecida pela
comunidade de microrganismos presente nos sistemas de cultivo, a variagdo da intensidade
luminosa pode proporcionar diferentes efeitos sobre a qualidade de agua e parametros
zootécnicos e imunologicos nas espécies cultivadas, através da oferta de condicdes ideais ao
estabelecimento e incremento na abundancia de grupos especificos de microrganismos
(MARTINEZ-PORCHAS et al., 2020).

Essas informacdes sdo relevantes quando considerados os sistemas de cultivos que
utilizam materiais de cobertura em viveiros para a protecao contra aves ou ha manutencdo da
temperatura, esse tipo de estrutura pode interferir na entrada de luz natural nos sistemas

impactando de forma negativa a abundancia dos microrganismos fotossintetizantes.

2.1.2.6 Velocidade da agua e regime hidrolédgico

O fluxo e o regime hidroldgico irdo afetar naturalmente o biofilme perifitico de
diversas formas, podendo prejudicar o desenvolvimento da estrutura da comunidade,
disponibilidade de nutrientes e substratos disponiveis (WU, 2017). Podendo ainda remover
completamente a comunidade perifitica do substrato, afetando negativamente o acimulo de
biomassa e recomecando a sucessdo dos microrganismos, dessa forma modificando a
composicao e funcao do biofilme perifitico (CHEN et al., 2018).

Diante dessas informages, estudos aplicados nos ambientes de cultivo tém
atentando-se a intensidade do fluxo gerado pela aeragéo sobre a funcgdo exercida pelo perifiton.

De-Morais et al. (2020) observaram que apesar da possibilidade da ocorréncia de
rupturas no biofilme por altas intensidades de aeracdo, ndo foi encontrada diferencas nos
resultados entre fluxos variados. Por outro lado, a baixa taxa de aeragdo foi apontada como um
problema no processo de oxidagdo dos compostos nitrogenados, sendo observado uma menor

eficiéncia na remocéo desses nutrientes nos sistemas sem aeracao.
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Han et al. (2018) e Li et al. (2020) também observaram que, independente da
dindmica hidrica do meio, o que determina a eficiéncia do biofilme perifitico é o tipo de
substrato colonizado. Os fluxos de agua mais intensos reduziram a espessura do perifiton, mas
a diversidade bacteriana aumentou, devido a interacdo com o substrato que proporcionou um

nicho ideal para o crescimento e estabilizagcéo desses componentes.

2.1.2.7 Predacéo e pastejo

A acdo de estressores sobre o biofilme perifitico é quantitativa e qualitativa
modificando a sua biomassa e afetando sua distribuicdo espacial e temporal através do
desaparecimento de algumas espécies da comunidade. Varias espécies de crustaceos, insetos,
moluscos, peixes herbivoros e anfibios em diferentes fases larvais utilizam o biofilme perifitico
como fonte alimentar e essas informacdes tém servido como base para estimar a produtividade
e biomassa perifitica hd muito tempo (WU, 2017)

Na aquicultura, hd uma vasta literatura demonstrando a importancia da presenca
dessa comunidade como fonte de alimento vivo no cultivo de varias espécies de vertebrados e
invertebrados como: Tilapia (Oreochromis niloticus; Tilapia rendalli) (HAQUE et al., 2016;
GARCIA etal., 2016; CHIKORELA; CHIRWA; MZENGEREZA, 2019), Tainha (Liza aurata;
Mugil cephalus) (RICHARD et al., 2010; BISWAS et al., 2017), Carpa (Labeo fimbriatus)
(MRIDULA et al., 2003), Camardo gigante (Macrobrachium rosenbergii) (ASADUZZAMAN
et al., 2010), Camarao tigre (Penaeus monodon) (ANAND et al., 2013; ANAND et al., 2019),
Camardo do Pacifico (Litopenaeus vannamei) (AUDELO-NARANJO; VOLTOLINA;
ROMERO-BELTRAN, 2010; SCHVEITZER et al., 2013), Camaro rosa (Farfantepenaeus
paulensis) (BALLESTER et al., 2007; RUSSO, 2008).

Assim como no ambiente natural, o perifiton serve como uma importante fonte de
energia para os consumidores primarios nos ambientes de cultivo (SAIKA; DAS, 2009). Além
disso, de acordo com as condi¢cfes abiodticas do meio, sua contribuicdo na transferéncia de
energia na cadeia trofica pode ser aumentada. Condigdes como temperatura mais elevada e
menor disponibilidade de recursos para as espécies cultivadas também podem intensificar o
efeito do pastejo sobre o biofilme perifitico (VAN DAM et al., 2002; WU, 2017).

2.1.2.8 Parasitismo
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Apesar dos poucos estudos que avaliam os efeitos do parasitismo sobre o biofilme
perifitico, principalmente aos micro-invertebrados que constituem o zooperifiton. Sabe-se que
a relacdo parasita/hospedeiro pode resultar em alterac6es na densidade, sobrevivéncia e taxa de
crescimento (reproducao) no hospedeiro (WU, 2017).

Nesse sentido, Wolska e Mazurkiewicz-Zapalowicz (2013) em um estudo que
buscou determinar a ocorréncia de parasitismo em assembleias de perifiton, demonstrou uma
rica interacdo entre esses componentes, resultante de um alto nivel de adaptabilidade por parte
dos parasitas por conseguir desenvolver-se em vérias fases do ciclo desses animais. Além disso,
ha registros na literatura que relatam sobre predadores servirem como vetores de parasitas que
acometem o perifiton, principalmente na comunidade de algas perifiticas (BERNOT;
LAMBERTI, 2008), demonstrando o qudo dindmica e complexa a interacdo entre esses

componentes caracteriza-se.

2.1.3 Influéncia do biofilme perifitico no cultivo de tilapias

Com o aumento da atividade, juntamente com o processo de intensificacdo dos
empreendimentos, a tilapicultura vem mostrando estabilidade no mercado nacional e
internacional, com uma das espécies (O. niloticus) mais cultivadas atualmente (WANG; LU,
2016; EL-SAYED, 2020). Concomitante a isso, pode ser observado uma demasiada exposi¢ao
dos organismos cultivados a diversos fatores de estresses e surtos de doencas
(PIAMSOMBOON et al., 2020), além dos problemas relacionados com 0s impactos negativos
no meio ambiente (BRONNMANN; ASCHE, 2017).

Desta forma, é necessario que seja priorizado a utilizacdo de préaticas que validem
a sustentabilidade da producdo, ao passo que eventuais problemas relacionados com o
crescimento da atividade sejam minimizados. Assim sendo, diversos trabalhos vém apontando
a promocéao da presenca do biofilme perifitico nos ambientes de cultivos, como uma estratégia
promissora na melhoria dos parametros limnologicos e desempenho dos organismos cultivados.

As melhorias exercidas pelo biofilme perifitico nos cultivos de tilapias podem ser
refletidas na economia da producdo. Foi observado por Sakr et al. (2015) uma reducdo no custo
por quilograma de peixe produzido e melhores resultados nos parametros zootécnicos em
sistemas com a presenca de substratos para a colonizagdo da comunidade perifitica, mesmo
sendo ofertada uma ragcdo de menor qualidade nutricional.

Isso também € constatado por David; Pinho e Garcia (2018), segundo estes autores

a adocéo de praticas como uso das comunidades microbianas naturais nos cultivos de tilapias,
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pode tornar a atividade mais viavel economicamente enquanto reduz os impactos ambientais,
deste modo tornando a producdo mais sustentavel.

Esse bom desempenho pode ser explicado devido ao biofilme perifitico servir como
uma importante fonte de energia e alimento para todos os niveis tréficos, além de ser um
componente significativo na transferéncia de nutrientes entre a 4gua e o sedimento, uma vez
que a comunidade de microrganismos pode absorver do meio e disponibilizar para os demais
niveis troficos nutrientes como C, N e P. Adicionalmente, a melhoria da qualidade da agua esta
baseada na capacidade do biofilme microbiano de remover esse nutrientes (N e P) e metais
pesados do meio, além da degradacdo da matéria orgénica através da biodegradacdo e
biomineralizagéo (WU, 2017).

Outros trabalhos também relatam vantagens na ampliacdo de area com estruturas
submersas para acumulacdo de biomassa perifitica no cultivo de tilapias Asaduzzaman et al.
(2010); Asaduzzaman et al. (2009); Garcia, Clemencia e Carrasco (2011); Duque et al. (2013);
Penariol (2015).

Os resultados ja apresentados sustentam a importancia da integracdo da biomassa
microbiana na tilapicultura. Como é enfatizado por Marioni et al. (2020) a presenca da
microbiota nos sistemas de producdo forma a base de um ecossistema, onde as espécies
cultivadas representam o nivel trofico mais alto e os microrganismos servem como biofiltro
melhorando e gerenciando a qualidade da 4gua, a0 mesmo tempo que serve como base para o

fluxo de energia entre os niveis troficos.

2.1.4 Domesticacédo do biofilme perifitico

Diversos estudos vém demonstrando a importancia da integracdo de comunidades
microbianas nos sistemas de cultivos, como na aplicacdo de substratos para o desenvolvimento
de biofilme perifitico. As funcBGes ecoldgicas exercidas por estes microrganismos podem
incrementar a produgdo em diversos sentidos, no entanto, trabalhos recentes levantam um
questionamento referente a presenca de potenciais patdgenos na constituicdo do biofilme
perifitico, que possivelmente podem representar um risco para as espécies cultivadas.

Dentre esses trabalhos, Cai e Arias (2017) avaliando a capacidade de patdgenos
bacterianos comuns de peixe gato (Ictalurus punctatus) como: Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella ictaluri, E. tarda e E. piscicida de aderirem-se a superficies comumente
encontradas em instalagdes aquicolas, demonstraram a eficiéncia desses patdgenos bacterianos

na colonizagéo e na formacao de biofilmes nos substratos avaliados. Dados como esses, trazem



26

implicacOes para préaticas de biosseguranga para pisciculturas e podem servir como base em
estudos que avaliam os efeitos da aplicacdo de técnicas para remediacgdo, visto a capacidade
desses microrganismos na colonizacéo nesses ambientes.

Além dos microrganismos potencialmente perigosos para as espécies cultivadas,
patdgenos humanos podem ser encontrados nos ambientes de cultivos e também nos
organismos cultivados (MIZAN; JAHID; HA, 2015). Grupos bacterianos como os integrantes
dos géneros: Aeromonas, Salmonella, Shigella, Vibrio e espécies como Escherichia coli, sdo
facilmente encontradas em ambientes marinhos e consequentemente em mariculturas, e
apresentam diversos mecanismos que favorecem sua sobrevivéncia nesse tipo de ambiente,
como a capacidade de agregacdo a superficies bidticas e abitticas. (BRETTAR et al., 2007).
Sendo assim, Ksoll et al. (2007) afirmam que, de acordo com as condig¢des intrinsecas do meio,
o biofilme perifitico pode abrigar ndo s6 altas densidades de E. coli e Enterococcus como
também outros organismos como Salmonella e Campylobacter.

Potenciais grupos patogénicos também foram isolados em cultivos de juvenis de
tilapia do Nilo por Da Silva et al. (2016), esses autores isolaram e identificaram grupos
bacterianos presentes em sistemas de cultivos baseado em tecnologia de bioflocos e perifiton.
De acordo com os resultados desse estudo, do tratamento onde havia a presenca de substratos
para a colonizacdo do biofilme perifitico, foram isolados representantes dos géneros
Pesudomonas e Micrococcus.

Diante do risco da presenca e adensamento de microrganismos com potencial
patogénico para animais cultivados e seres humanos nas comunidades microbianas formadoras
do biofilme perifitico espontadneo nos ambientes de cultivos, a técnica de domesticacdo dos
componentes perifiticos vem demonstrando ser eficiente na determinag&o do biofilme maduro,
tanto na composicdo da comunidade microbiana como na funcdo exercida nos sistemas de
cultivos. Essa técnica consiste na caracterizagdo prévia da comunidade e selecdo de
microrganismos para formacdo de um indculo inicial capaz de desempenhar o papel de
colonizadores primarios se agregando aos substratos e conduzindo o adensamento da biomassa
perifitica condices ideais (DIRINGER et al., 2010).

Outras pesquisas apresentam as vantagens da aplicacdo dessa técnica em ambientes
aquicolas.

Da Silva (2018), em um trabalho que verificou o desempenho zootécnico de tilapias
do Nilo cultivadas em sistema com biofilme perifitico formado a partir de grupos bacterianos
(heterotroficos) benéficos as espécies cultivadas, constatou que o indculo bacteriano utilizado

para a formacdo do biofilme perifitico mostrou-se uma fonte suplementar eficiente na
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alimentacdo dos organismos cultivados, assim como induziu o fortalecimento do sistema
imunolégico e a manutencdo na qualidade de &gua nos sistemas avaliados. Apesar da alta
diversidade de microrganismos que compdem o biofilme perifitico, o trabalho teve como
objetivo a selecdo de grupos bacterianos com funcdes conhecidas, que pudessem incrementar
o cultivo, como bactérias pertencentes ao ciclo do nitrogénio (manutencdo da qualidade de
agua) e bactérias com perfil probiotico (incremento no desempenho zootécnico e imunolégico).

Outros grupos do perifiton também podem ser alvo do processo de domesticacdo
como no trabalho de Gémez-Ramirez et al. (2019), onde foi avaliada a capacidade de formacéo
de biofilme por microalgas benténicas (Navicula incerta e Navicula sp) em diferentes tipos de
substratos (madeira, tecido e rede plastica). Segundo os dados obtidos, o tratamento formado
por Navicula incerta demonstrou os maiores valores na producdo de biomassa perifitica em
tecido quando comparados com os demais. Apesar desses resultados, os autores concluiram que
0 melhor substrato para a formacdo do biofilme induzido seria a rede plastica, devido a
estabilidade do biofilme neste e a facilidade da aplicacdo e remocdo, além de que este
tratamento apresentou os melhores perfis bioquimicos, mostrando dessa forma que aléem da
composicdo do inoculo inicial o0 meio também influencia a dindmica e funcdo do biofilme
induzido.

Além do mais, o in6culo de microrganismos inicial juntamente com as condi¢des
ambientais pode ser determinante na formacdo da comunidade, podendo ela ser autotréfica,
heterotr6fica ou mixotrofica (PORCHAS et al., 2020; GOMEZ-RAMIREZ et al., 2019). Dessa
forma, surge a necessidade da execucdo de trabalhos que avaliem de que modo estressores
ambientais, como diferentes tipos substratos e condi¢des de luz atuam sobre a formacéao e
funcdo exercidas pelos biofilmes perifiticos formados a partir de indculos de microrganismos

pré-selecionados.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Delineamento experimental

O estudo ocorreu no Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), localizado na cidade de Fortaleza, CE, Brasil.

A pesquisa consistiu na avaliagdo da melhoria da qualidade de agua, no incremento
do desempenho zootécnico e na resisténcia de tilapias do Nilo a Pseudomonas aeruginosa,

promovido pela presenca do biofilme perifitico induzido, este sendo iniciado baseado em um
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consarcio bacteriano constituido por Rhizobium rosettiformans; Pseudomonas sp; Enterobacter
sp; Burkholderia sp pertencentes a bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia Ambiental e
do Pescado (LAMAP) UFC, isoladas de um biofilme perifitico procedente de um cultivo de
tilapias do Nilo em ambiente de agua doce e que apresentavam perfil enzimatico e de producgéo
exopolissacarideos ideal para aplicagdo como probidticos no cultivo de organismos aquéaticos
(DA SILVA, 2018).

Para tanto, foram testados diferentes tipos de substratos para a colonizacdo do
biofilme, permitindo assim, a possibilidade da ocorréncia de distintos perfis de colonizacéo
durante seu desenvolvimento, a fim de indicar o melhor substrato para retencéo da biomassa
perifitica.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
empregando quatro tratamentos em condi¢des indoor com cinco repeticdes, totalizando 20
tanques de 5L. Os tratamentos foram avaliados de acordo com o tipo de substrato (meio suporte)
empregado, sendo estes contrapostos a um sistema controle caracterizado pela auséncia de
estruturas para a colonizagdo do biofilme e sem a inducgédo do consorcio bacteriano empregado
nos demais tratamentos. Os tratamentos foram caracterizados da seguinte forma: redes flexiveis
de pléstico (T1), do tipo recomendo por Milstein, Peretz e Harpaz (2008); placas de PVC (T2),
do tipo utilizada por Cavalcante (2017); redes de fibra de juta (fibra natural) (T3) e tratamento
controle (T4). Todos estes substratos foram cortados em tiras conforme sugerem Levy et al.
(2017), totalizando uma area de 30 cm? cada, pendurados em uma densidade de 10 tiras por
tanque, cobrindo 104,5% da area de superficie da agua.

Antes da estocagem dos peixes, 0 biofilme foi iniciado em todos os tratamentos
com substratos para obter uma biomassa adequada para o uso no cultivo de tilapias de acordo

com as recomendacdes de Martinez-Cérdova et al. (2017), com modificacdes.

2.2.2 Preparacéo do indculo bacteriano

As células bacterianas componentes do consércio iniciador do biofilme foram
renovadas em agar TSA a 35°C por 24h. Apds esse periodo foram ajustadas a escala de
MacFarland 0,5. Foram feitas leituras em espectrofotdmetro com comprimento de onda
ajustado para 626nm. O indculo foi considerado ajustado quando as leituras de turbidez
(absorbancia) se apresentaram no intervalo entre 0,08 a 0,100nm (concentragdo de 1,5x10%
UFC/mL). Logo em seguida, aliquotas do inoculo ajustado, foram dissolvidas em 400 mL de

caldo TSB (Trypticase Soy Broth) e incubados a uma temperatura de 35 °C por 24 h. Apos este
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periodo, transferiu-se 40mL da suspensdo bacteriana para um tubo tipo falcon estéril para
posterior centrifugacdo, afim de obter um agregado bacteriano (pellet). Ap6s remover o
sobrenadante, 0 mesmo tubo foi preenchido com mais 40mL da suspencéo bacteriana e repetiu-
se esta etapa até todo o volume da suspensdo ser centrifugada. Em seguida, o pellet bacteriano
resultante da etapa de centrifugacéo foi ressuspenso adicionando solugéo salina 0,85% para

obter um concentrado bacteriano.

2.2.3 Experimento in vivo

O consorcio bacteriano foi inoculado nos tanques contendo os substratos e mantidos
em uma temperatura entorno de 28°C, pH de 7,3 e oxigénio dissolvido de 6,3 mg/L com aeracdo
constante.

Alevinos de tilapia do Nilo, com peso inicial médio de 2,5g foram adicionados ao
sistema de cultivo (n=5 por tratamento), foram alimentados 3 vezes ao dia, nos horérios de 10,
13 e 16h com racdo comercial durante 30 dias. A taxa de arracoamento iniciou com 10% da

biomassa, sendo diminuida de acordo com o aumento de peso dos peixes.

2.2.4 Caracterizacao do biofilme perifitico

Os componentes do biofilme foram coletados e amostrados pontualmente ao
decorrer do cultivo, nos dias 0, 15 e 30. A cada coleta foi retirada uma tira dos tanques, 0s
substratos removidos foram substituidos imediatamente por novos, no entanto apenas 0S

adicionados no inicio do estudo foram amostrados ao decorrer do experimento.
2.2.4.1 Acompanhamento do fitoperifiton e zooperifiton
Para a observacdo de possiveis microalgas presentes no biofilme, bem como
protozoarios e microinvertebrados, as amostras foram raspadas de uma area de 4 cm?2 de cada
tipo de substrato. O material raspado posteriormente foi suspenso em 2mL de agua e analisado

sob microscopio optico (ASADUZZAMAN et al., 2010).

2.2.4.2 Acompanhamento da comunidade bacteriana
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Em cada amostragem foi recortada e/ou raspada uma area de 30 cm? das tiras de
substratos para os tratamentos que receberam o indculo iniciador do biofilme e coletadas
amostras de dgua para o tratamento controle. A partir desse material preparou-se um pool por
tratamento. As amostras foram homogeneizadas em solucéao salina 0,85% na proporc¢éo de 1:9
(amostra:diluente) a partir disso, foram preparadas diluicbes seriadas (107t a 107%). Foli
empregada a técnica de plagueamento em profundidade (Pour Plate), utilizando como meio de
cultura o Plate Count Agar (PCA), o qual foi vertido sobre uma aliquota de 1mL correspondente
a cada diluigéo das amostras em placa de Petri duplicadas. As placas foram incubadas em uma
estufa a uma temperatura de 35°C por 48h. Os resultados foram obtidos por Contagem Padréo
em Placas (CPP) e expressos em unidade formadora de col6nia (UFC) por cm? (tratamentos

com substratos) e mL (tratamento controle).

2.2.5 Parametros de qualidade de agua

Uma vez na semana, coletou-se amostras de agua de cada tratamento para a
determinacdo dos seguintes indicadores fisico-quimicos de qualidade agua: pH, oxigénio
dissolvido [OD], temperatura, alcalinidade, dureza, nitrogénio amoniacal total (NAT), nitrito,

nitrato e fosforo reativo. As amostras foram tratadas de acordo com o quadro 02

Quadro 02 — Parametro avaliados na caracterizacdo da qualidade de agua
dos distintos tratamentos ao decorrer da fase experimental.

PARAMETRO| UNIDADE Métodos/Equipamentos
pH - Phmetro
[OD] mgL? Oximetro
Temperatura °C Termdmetro
Alcalinidade | mg CaCO3 L ? Titulométrico
Dureza mg CaCO3 L ! Titulométrico
NAT mgL ! Indofenol
Nitrito mglL ! Griess-Islova
Nitrato mgL ! Método de reducdo de cddmio
Fadsforo reativo mglL ! Colorimétrico

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2.6 Desempenho zootécnico das tilapias do Nilo
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Realizou-se biometrias semanais para a obtencao das varidveis de crescimento de
acordo com Brito et al. (2019): sobrevivéncia (S %) = 100 x (n° inicial de peixes — n° final de
peixes); peso final (PF g); ganho de peso (GP) = peso final — peso inicial; comprimento final
(cm); ganho de comprimento (GC) = comprimento final — comprimento inicial; taxa de
crescimento especifico (TCE %) = [(In pf — In pi) x 100] e conversao alimentar aparente (CCA)
= (quantidade de ragdo consumida/ ganho de biomassa).

2.2.7 Teste desafio por imersao

Ao fim do periodo do cultivo, os peixes de cada tratamento foram submetidos a um
teste desafio com a bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 por imersao para avaliacdo
da influéncia do biofilme nos sistemas de cultivo sobre a resisténcia a infeccdo ao patdgeno.
Foi avaliado a possibilidade da obtencdo da concentracdo letal média (LC50) utilizando um
inéculo com a concentracdo de 1,5 x 10® UFC/mL do patdgeno em um periodo de 72h. Para
isso 0s peixes (n=5) de cada tratamento foram expostos a um tanque de 20L que recebeu um
inéculo com volume de solucdo contendo o patdgeno, e foram alimentados com ragédo
comercial. Ao final do periodo de exposicdo, os peixes foram avaliados quanto aos possiveis
sinais clinicos através de exames visuais externos na boca, olhos, opérculos, branquias,

tegumento e nadadeiras e registradas mortalidades.

2.2.8 Analises estatistica

Os dados da quantificacdo bacteriana, assim como de qualidade de &gua e
parametros zootécnicos dos diferentes tratamentos, foram avaliados quanto a sua normalidade
utilizando o teste Shapiro-Wilk considerando-se o valor de significancia de 0,05. Apos a
determinacdo do comportamento dos dados (paramétricos ou ndo paramétricos) executou-se 0s
testes correspondentes a cada distribuicdo, sendo eles: andalise de variancia (ANOVA) ou
Kruskal-Wallis, respectivamente.

Apos a execucdo desses, os dados que apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) foram identificados utilizando o teste de Tukey para dados normais ou
o Pairwise Wilcoxon teste para dados anormais. Todas as analises foram executadas utilizando-

se o software livre R na verséo 3.6.0.

2.3 Resultados e discussao



32

2.3.1 Caracterizacdo do biofilme perifitico (Acompanhamento do fitoperifiton e

zooperifiton)

Houve o desenvolvimento do biofilme perifitico em todos os tratamentos que
receberam o indculo e no decorrer do cultivo a sua estrutura foi observada ao microscopio
optico. O biofilme foi composto por protozoarios e microinvertebrados, ndo havendo a
visualizacdo de componentes fotoautotréficos como microalgas compondo a comunidade
microbiana, sugerindo o desenvolvimento de um biofilme heterotréfico para todos os
tratamentos, e devido a auséncia de biomassa fotoautotrofica também se pode propor que o
consarcio bacteriano inoculado no ambiente de cultivo atuou como base da comunidade-sendo
o primeiro elo na transferéncia de energia.

Devido as condi¢des que foram impostas aos tratamentos sendo constituido um
ambiente indoor, este caracterizado como um estressor para o fitoperifiton devido a auséncia
de luz natural, o estabelecimento de microalgas foi dificultado.

Esses achados estdo de acordo com pesquisas recentes em ambientes de cultivo de
organismos aquaticos com cobertura ou estruturas que interfiram com a incidéncia direta de luz
natural (sistema indoor) (REN et al., 2019; JIANG et al., 2020), esses estudos demonstraram
menor teor de chorofila-a em comparagdo com ambientes expostos a luz natural (outdoor).

O tipo de material utilizado como substrato para a bioacumulacgéo do biofilme se
mostrou também como um importante fator para a manutencdo de alguns grupos presentes na
comunidade e na morfologia do biofilme. Conforme é observado na figura 02, os tratamentos
T1 (rede) e T2 (PVC) mostraram uma composi¢cdo semelhante, onde foram encontrados
protozoarios com formato circular achatado e com a presenca de cilios protuberantes, rotiferos
do género Lepedella e cistos de grupos de zooperifiton ndo identificados. J& no tratamento T3
(Juta) foi possivel visualizar outros grupos como rotiferos do género Philodina e grupos de

protozoarios de dimensdes variadas além dos ja mencionados.
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Figura 02 — Morfologia do biofilme perifitico desenvolvido em
diferentes substratos visualizados sob microscépio optico.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: a. Tratamento T1 (Rede P.), aumento de 40X; b. Tratamento T1 (Rede
P.), aumento de 100X; c. Tratamento T2 (PVC), aumento de 100X; d.
Tratamento T2 (PVC), aumento de 100X; e. Tratamento T3 (Juta), aumento de
40X; f. Tratamento T3 (Juta), aumento de 100X; A. Agregado microbiano
(biofilme); B. protozoa; C. cisto zooperifiton; D. Lepadella sp; E. Philodina sp.

Esse resultado esta de acordo com as informagfes encontradas na literatura, a
acumulacdo do biofilme perifitico esté diretamente relacionada com o substrato empregado para
0 seu desenvolvimento, podendo este determinar a dindmica dos microrganismos componentes
de diversas formas, influenciando diretamente na colonizagcdo da comunidade e por sua vez no
processo de sucessdo ecoldgica, sendo ainda os substratos artificiais conhecidos por
interferirem minimamente na dinamica da comunidade e assim possibilitando uma formacéo
de fases de crescimento e estabelecimento dos microrganismos sem muita interferéncia
(GORDILLO-GUERRA; GUEVARA; REINOSO-FLOREZ, 2020; Wu 2017).

No que se refere a morfologia do biofilme, foi observado que o tratamento T3 (fibra

de juta como substrato imerso) apresentou uma bioacumula¢do mais espessa visualizado como
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uma grossa camada de agregado microbiano e mais estruturada em comparacdo com a rede de
plastico em T1. A rede também foi menos eficiente na bioacumulagéo do que as placas de PVC
usadas no tratamento T2.

Outra questdo observada foi o tempo de vida Util dos materiais utilizados. Na forma
como foi aplicada nos ambientes de cultivo, em tiras, a fibra de juta teve menor tempo de
permanéncia, sendo observado perdas de &rea (meio fisico) para a agregacdo microbiana
(FIGURA 03) e se acumulando no fundo do tanque apds 30 dias de cultivo. Apesar da eficiéncia
em promover o adensamento da comunidade perifitica, essa pouca estabilidade ao longo do
tempo de cultivo é um fator negativo que deve ser considerado quanto da escolha do material

de suporte para a agregacao do biofilme.

Figura 03 — Materiais empregados como substratos para o desenvolvimento do biofilme
perifitico amostrados ao final do cultivo.

a b C

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: a. Substrato artificial rede de plastico; b. Substrato artificial placa de PVC; c¢. Substrato natural

fibra de juta.

2.3.2 Caracterizacdo do biofilme perifitico (Acompanhamento da comunidade

bacteriana)

Pontualmente, no decorrer do cultivo a comunidade bacteriana foi acompanhada
através da quantificagdo por CPP. Os resultados da contagem das colénias bacterianas estéo

apresentados na tabela 01.
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Tabela 01 — Quantificagdo da comunidade bacteriana desenvolvida
nos distintos materiais utilizados como substratos para a
colonizagdo microbiana e tratamento controle (amostras de agua).
REDE P. PVC JUTA CONTROLE
T1 T2 T3 T4

TEMPO UFC/cm?2 UFC/cm? UFC/cm? UFC/mL

DO 2,06 x10° 1,83x10° 9,68x10°® 1,64x10°

D15 36x10® 55x10% 1,71x 107 4,95 x 10°

D30 3,1x10® 9,2x10% 2,55x 10’ 1,7 x 108

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: DO. Tempo inicial (0 dias); D15. 15 dias; D30. 30 dias.

Os resultados obtidos nos mostram uma variagdo do tamanho da comunidade
bacteriana presente no biofilme nos distintos materiais utilizados como substratos e na dgua do
tratamento controle ao longo das amostragens. Como pode ser visualizado na figura 04, em
todos os tratamentos houve uma tendéncia de acumulacéo de biomassa bacteriana ao longo do
cultivo, exceto pelo tratamento T1 (Rede), que na ultima amostragem apresenta uma queda na

quantificacéo.

Figura 04 - Caracterizacdo quantitativa da comunidade
bacteriana desenvolvida em sistemas de cultivos com substratos
para a colonizacdo microbiana e da dgua no tratamento controle
ao decorrer do cultivo.

TRATAMENTO
REDE

B rFvc

B wta
CONTROLE

UFC/cm? - UFC/ mL

TO T15 T30
TEMPO DE CULTIVO

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: TO. Tempo inicial (0 dias); T15. 15 dias; T30. 30 dias.

Quando os resultados dos diferentes tratamentos que receberam o indculo iniciador
sdo contrapostos, € possivel observar que o T3 (Juta) de forma geral mostrou a maior

bioacumulacdo bacteriana, sendo significativamente maior (P<0,05) do que os demais. Os
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suportes com materiais sintéticos, apesar da aparente variacdo na densidade bacteriana
heterotréfica ndo demonstraram diferencas (P<0,05) entre si, ficando bem proximos do
tratamento controle (FIGURA 05).

Figura 05 - Comparacdo do acimulo de
biomassa bacteriana nos diferentes tratamentos
de cultivo baseado em biofilme e tratamento
controle.

UFC/cm? - UFC/ mL

L

0e+00~

E——

REDE P\IIC JUTA CONTROLE
TRATAMENTOS
Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim como visto para 0s outros componentes do perifiton, pode-se verificar que a
comunidade bacteriana também foi fortemente influenciada pelo tipo de material utilizado para
0 desenvolvimento microbiano. Esses resultados eram esperados se consideramos que 0S
componentes do biofilme sdo intimamente relacionados, podendo responder da mesma forma
aos fatores ambientais. Adicionalmente, considerando a estrutura em feixes das redes de juta, 0
tratamento 3 forneceu mais area disponivel para agregacdo bacteriana (WU, 2017;
GUIMARAES, 2014).

O comportamento do biofilme, indica que o inéculo bacteriano inicial induziu a
formagdo e composicdo pioneira. Segundo Gubelit; Grossart (2020) os componentes
bacterianos iniciadores na formagdo de comunidades microbianas podem determinar 0s
estagios sucessionais seguintes e assim regular indices biolégicos da comunidade como

diversidade e abundancia de individuos componentes.

2.3.3 Parametros de qualidade de agua
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Os dados dos parametros de qualidade de agua dos tratamentos de cultivo estdo
apresentados na tabela 02.

Tabela 02 — Valores médios dos parametros de qualidade de &gua avaliados ao longo do cultivo dos
quatro tratamentos.

REDE P. PVC JUTA CONTROLE
T1 T2 T3 T4 P-VALUE
PARAMETRO  MEDICAO MEDICAO MEDICAO MEDICAO
NAT 6,96+4,02 4,64+3,35 5,95+3,50 5,62+3,46 >0,05
NH3 0,30,19 0,22+0,17 0,25+0,13 0,29+0,16 >0,05
NO2 0,09+0,06 2,19+2,71 0,69+0,83 0,25+0,3 >0,05
NOs3 0,85+1,61 2,57+4,12 1,52+2,60 1,11+2,11 >0,05
FOSFORO R. 0,25+0,19 0,29+0,22 0,30+0,21 0,33+0,23 >0,05

ALCALINIDADE 95,11+17,21 83,88+13,52 91,58+14,96  89,76+14,48 >0,05
DUREZA 125,53+11,14 132,41+14,45 129,44+14,06 126,81+12,66 >0,05

oD 7,12+0,52 6,87+0,34 6,91+0,33 7,26+0,66 >0,05
TEMPERATURA  27,9+0,38 27,9+0,48 27,94+0,59 28,08+0,44 >0,05
PH 7,71+0,21 7,71+0,24 7,72+0,24 7,79+0,26 >0,05

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: NAT — Nitrogénio Amoniacal Total (mg L); NH3 — Aménia (mg L?); NO,_— Nitrito (mg L); NO3 — Nitrato
(mg LY); Fésforo R. — Fosforo Reativo (mg L?); Alcalinidade — Alcalinidade Total (mg L™ CaCO3); Dureza — Dureza
Total (mg L™ CaCO3); OD — Concentragdo de Oxigénio Dissolvido (mg L™); Temperatura — Temperatura (°C); pH —
Potencial Hidrogenidnico.

Biofilmes perifiticos sdo apontados como uma forma efetiva na remocdo de
compostos nitrogenados entre outros, desempenhando um importante papel na manutengéo da
qualidade de dgua (ANAND et al., 2019; COLE et al., 2019; SHABBIR et al., 2017). Essa
comunidade microbiana também é empregada como biofiltros, atuando desde a remocdo de
hidrocarbonetos de petréleo (CARVALHO, 2018) a corantes industrias (SHABBIR et al.,
2017) na biorremediacédo de corpos hidricos.

Apesar dessas informacdes, no presente trabalho mesmo havendo a ocorréncia do
desenvolvimento do biofilme nos tratamentos que receberam o indculo iniciador, nos
pardmetros avaliados para qualidade de 4gua ndo foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) entre os tratamentos. Os resultados obtidos variaram dentro da faixa indicada para o
cultivo de peixes em agua doce, exceto pelo NAT, que em geral, entre os tratamentos foi
registrada concentragdes consideradas perigosas para o desenvolvimento e sobrevivéncia para

0s animais cultivados (MOHAMMADI et al., 2021), mesmo ndo havendo mortalidade.
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De modo geral, se pode sugerir que n&o foi observado influéncia do biofilme e dos
diferentes substratos empregados sobre a manutencdo dos parametros de qualidade de &gua
analisados. Alguns fatores podem ser vistos como determinantes sobre a acdo do perifiton no
processo de biorremediacao de corpos hidricos, Wu (2017) aponta que a composi¢ao biologica
e bioquimica ira determinar a funcdo do biofilme no meio, estas por sua vez dependem de uma
série de outros fatores que determinardo o processo de estabelecimento e colonizagdo, assim
modelando indiretamente o efeito do perifiton sobre 0 meio circundante. Martinez-Porchas et
al. (2020) corroboram com estas informacdes ao sugerirem que fatores como a fonte de agua,
relacdo carbono/nitrogénio, substrato, iluminacdo e o proprio in6culo microbiano utilizado na
iniciacdo de biofilmes podem indiretamente determinar quais funcbes serdo exercidas pelo
biofilme microbiano.

Considerando neste trabalho que os diferentes tratamentos receberam o mesmo
inéculo bacteriano como iniciador do biofilme e foram submetidos a condicdo indoor,
efetivando a formacdo de um biofilme heterotréfico com pouca ou nenhuma interferéncia de
microrganismos fotoautotroficos, possivelmente a composicao final encontrada no biofilme ndo

exerceu ou minimamente interferiu nos parametros avaliados para qualidade de agua.

2.3.4 Desempenho zootécnico das tilapias do Nilo

Tabela 03 — Valores médios dos parametros zootécnicos de juvenis de tilapia do Nilo
avaliados ao longo do cultivo dos quatro tratamentos.

REDE P. PVC JUTA CONTROLE
T1 T2 T3 T4
PARAMETRO ~ - - -
P OOTECNICO MEDICAO MEDICAO MEDICAO  MEDICAO
PFM (g) 10,02+¢1,3%  9,51+1,36*  9,86%2,05 4,95+0,05°
CFM (mm) 89,3745,39°  86,86+4,75°  90,50+3,78%  72,80,07"
GP (g) 7,45+1,48°  6,96+1,42°  7,19+176° 2,74+0,60P
GC (mm) 21,98+2,66° 18,4442, 77%  2228+343¢  11,2+2,080°
TCE (%) 0,045£0,01°  0,043+0,01°  0,044+0,012  0,025+0,00°
CAA 1,02+0,15° 1,040,177 1,02+0,18° 0,62+0,10P
SOBREVIVENCIA 100? 100° 100° 100?

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Legenda: PFM — Peso Final Médio; CFM — Comprimento Final Médio; GP — Ganho de Peso; GC — Ganho
de Comprimento; TCE — Taxa de Crescimento Especifico; CAA — Conversdo Alimentar Aparente. Valores
dentro da mesma linha com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes em P<0,05.

Parametros como o GP e GC foram consideravelmente superiores ao tratamento
controle, apresentando valores de PFM e CFM significativamente diferentes (P<0,05). A TCE
e a CAA também diferiram entre os tratamentos, sendo os maiores valores visualizados nos
ambientes com a presenca do biofilme. A sobrevivéncia se manteve igual para todos os
tratamentos conforme o observado na tabela 03.

A visualizacdo desses resultados pode estar diretamente relacionada a funcéo
probidtica exercida pelo consorcio iniciador do biofilme. Esses microrganismos apresentam
uma serie de modos de acdo que podem conferir melhoria direta no desempenho dos animais
cultivados, averiguado através de fatores que incluem o crescimento e a taxa de conversdo
alimentar (KESARCODI-WATSON et al., 2008). Microrganismos probidticos podem atuar
na remocdo de compostos nitrogenados do ambiente de cultivo a producdo de enzimas
digestivas que quebram uma variedade de nutrientes (proteinas, lipidios e carboidratos) e na
competicdo por sitios de adesdo no trato gastrointestinal, esses modos de acdo facilitam o
processo de digestdo e absorcdo do alimento, melhorando o ganho de peso e o crescimento e
promovendo um melhor aproveitamento de ragbes comerciais ofertadas (TSAI; CHI; LIU,
2019; WANG et al., 2019).

O uso de bactérias com funcdo probidtica vem mostrando resultados positivos na
performance no cultivo de varias espécies de interesse para aquicultura. Estudos como o de
Kim et al. (2021) que aplicaram cepas com perfil probidtico isoladas de ambientes aquéticos e
conseguiram melhorar significativamente o desempenho de crescimento do L. vannamei, assim
como Thurlow et al. (2019) em um estudo que avaliou o0 uso da cepa Bacillus velezensis AP193
na melhoria no cultivo do bagre no canal do canal (Ictalurus punctatus) e concluiram que a
AP193 é uma candidata viavel no cultivo dessa espécie por promover uma melhor performance
de crescimento nos peixes, além de atuar na melhoria de alguns parametros de qualidade de
agua incluindo a remogéo de compostos nitrogenados toxicos em pequenas quantidades.

Quanto a utilizagdo de diferentes materiais como substratos, ndo foi observado
influéncia do tipo de material utilizado para o desenvolvimento e crescimento dos animais
cultivados, conforme se pode notar a similaridade dos resultados obtidos nos diferentes
tratamentos (TABELA 03). De acordo com os resultados, o peso médio final, comprimento

médio final, ganho de peso, ganho de comprimento, TCE e CAA ndo diferiram entre os
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tratamentos com distintos substratos, com exce¢do do ganho de comprimento no tratamento T3
(Juta) que diferiu do T2 (PVC).

Muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos promovendo a presenca do biofilme
principalmente com a adi¢do de substratos submersos em ambientes de cultivo de diversas
espécies de interesse econémico para aquicultura (RODRIGUES et al., 2019; LEVY et al.,
2017). Anand et al. (2019) mostraram que a adicdo de substratos submersos para o
desenvolvimento de biofilme espontaneo em sistemas outdoor no cultivo de camardo (Penaeus
monodon) melhorou tanto o desempenho de crescimento como auxiliou na manutencdo da
qualidade de agua ao decorrer do cultivo. Chikorela et al. (2019) partindo de condicbes
semelhantes, também mostraram incremento nos parametros zootecnicos de Tilapia rendalli
com adicdo de substratos submersos. Esses estudos associam o incremento observado na
producdo a presenca do biofilme, ao passo que outros ndo constatam tal influéncia, mesmo
promovendo um ambiente propicio ao desenvolvimento da comunidade microbiana. Trabalhos
como o de Rodrigues et al. (2019) que avaliaram sistemas de cultivo baseados em biofilmes
espontaneos em condi¢fes ambientais outdoor e concluiram que a presenca do biofilme e a
adicdo de diferentes tipos de materiais como substratos ndo afetaram o desempenho de tilapias
do Nilo no cultivo integrado com camardo da Amazonia (Macrobrachium amazonicum).
Asaduzzaman et al. (2009) que também ndo observaram efeitos significativos com a promogéo
do perifiton espontaneo no ambiente de cultivo sobre os parametros de crescimento de tilapia
do Nilo.

A ambiguidade dos resultados na literatura precisa de uma analise mais
aprofundada para entendimento das especificidades de cada caso. No geral, nossos resultados
ndo indicaram que os diferentes materiais usados como substratos afetaram os parametros
zootécnicos conforme € observado na figura 06, mas os peixes na presenca do perifiton
apresentaram 0s melhores resultados avaliados, mostrando o melhor rendimento no
crescimento, sugerindo uma influéncia positiva do biofilme aos parametros acompanhados para

avaliacdo do desempenho do cultivo.
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Figura 06 — Similaridade dos resultados dos parametros zootécnicos de juvenis de tilapia
do Nilo cultivados em diferentes tratamentos com e sem biofilme perifitico e diferentes

substratos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: a. Ganho de peso; b. Ganho de comprimento; c. Taxa de crescimento especifico; d. Conversao
alimentar aparente.

A presenca de componentes bacterianos usualmente empregados na aquicultura
com acao probidtica sdo apontados compondo espontaneamente a comunidade microbiana em
ambientes de cultivo. A ocorréncia desses microrganismos pode contribuir com o
fortalecimento do sistema imunolégico dos animais cultivados, melhorando a resposta imune
do trato gastrointestinal, auxiliando na regulamentacdo de genes e proteinas, assim como na
producdo de enzimas digestivas conferindo melhores resultados na producdo (WANG et al.,
2019; SILVA et al., 2016).

Para que o biofilme perifitico possa interferir de forma positiva conferindo
vantagens diretas sobre as espécies cultivadas, a composi¢do microbiana componente precisa
ser levada em consideracdo e a biomassa perifitica possuir quantidade suficiente para o pastejo
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pelos animais cultivados (DE MORAIS et al., 2020). No nosso trabalho, se pode propor que as
bactérias presentes no indculo iniciador exerceram uma funcdo probidtica, conferindo um maior
ganho de peso e de comprimento para 0s animais cultivados nos sistemas com o biofilme. O
indculo iniciador aplicado neste estudo, ainda demonstrou ser eficiente como base da
comunidade microbiana, havendo uma diversidade de grupos taxondmicos compondo o
biofilme e consequente producdo de biomassa, permitindo o pastejo.

A importancia da composicéo do biofilme neste estudo fica mais evidente quando
os dados dos paréametros zootécnicos sdo relacionados com a quantificacdo da comunidade

bacteriana do biofilme perifitico, como é observado nas figuras 07 e 08.

Figura 07 — Correlacao de Pearson do peso médio e os resultados da
contagem padrdo em placas dos distintos tratamentos de cultivos.

r?=0,72 r?=0,99 r’=0,99

TRATAMENTO
REDE
PVC
JUTA
CONTROLE

PESO

r’=0,96

cPp

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 08 — Correlagéo de Pearson dos resultados de comprimento
médio e os resultados da contagem padrdo em placas dos distintos
tratamentos de cultivos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos o0s tratamentos mostraram uma correlacdo positiva peso:cpp e
comprimento:cpp, porém no que diz respeito a relacdo do melhor desempenho zootécnico com
a quantificacdo bacteriana s6 foi observado nos tratamentos com biofilme, estes mostraram uma
relagdo muito semelhante r?=0,99 para peso e r?=0,95 para comprimento, exceto pelo
tratamento T1 (Rede) onde visualmente a tendéncia de crescimento foi diferente, demostrando
uma menor relagdo (r>=0,72 peso; r?>=0,88 comprimento) quando comparado com o0s demais.
Apesar desses resultados, como ja discutido anteriormente, os parametros zootécnicos
analisados se mantiveram semelhantes na presenca do biofilme perifitico, mesmo diferindo na
quantificacdo bacteriana, uma vez que o tratamento T3 (Juta) demonstrou um maior resultado
para CPP do que os demais, dessa forma reforcando a importancia da composicéo do biofilme,
podendo sugerir que todos os tratamentos baseados em perifiton alcangaram uma acumulacao
de biomassa bacteriana minima para a visualizacdo dos efeitos positivos sobre 0s parametros
de crescimento ou que a composigéo bacteriana foi mais determinante do que a quantidade para

0s parametros zootécnicos analisados.

2.3.5 Teste desafio por imersao
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Apos o fim do cultivo os peixes passaram por teste desafio por imersdo com

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e os sinais clinicos externos quando presentes foram

registrados e estdo apresentados no quadro 03.

Quadro 03 — Sinais clinicos que indicam infec¢do por Pseudomonas aeruginosa nos peixes
dos distintos tratamentos de cultivo.

REDE P. PVC JUTA CONTROLE
T1 T2 T3 T4
Sinais clinicos| Observagdo Observagéo Observagéo Observagéo
Boca * * * *
Olhos * * * *
Opérculos * Hemorrggla Hemorrggla Hemorrggla
petequial petequial petequial
Branquias * * * *
Hemorragia
Tegumento Coloracéo Hemorrggla Hemorrqgla petequu-ll;
escura petequial petequial Coloracéo
escura
. . Levemente Levemente
Nadadeiras Erodidas Erodidas erodidas (caudal e erodidas
(caudal) (caudal) )
peitoral) (caudal)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: *Auséncia de sinais.

A bactéria P. aeruginosa é relacionada como patdégeno em espécies de peixes de

agua doce e marinhos causando prejuizos econémico em varias partes do mundo (OSMAN et

al., 2021). Os principais sinais clinicos por infec¢do em tilapias sdo coloragao escura no corpo,

descolamento de escamas, lesbes nodulares, abscesso nos olhos, formacdo de granulomas,

hemorragia petequial, além de inflamagdes em 6rgéos internos como figado, baco, rim e bexiga

natatéria (EL-SAYED, 2020). Em nosso experimento, ap0s a exposicdo a bactéria, foi

verificado apenas a erosdo caudal, coloracdo escura e pequenas erupc¢Ges no tegumento

(hemorragia petequial) nos animais (FIGURA 09). Esses sinais foram registrados associados a

infeccdo, sendo efeitos diretos (hemorragia petequial) ou indiretos (eroséo caudal) e ndo foram

observadas mudancas no comportamento dos animais.
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Figura 09 — Sinais clinicos observados nos peixes infectados por Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: a. Erupgdes no tegumento (hemorragia petequial); b. Erup¢Bes no tegumento (hemorragia petequial); c.
Eroséo na nadadeira caudal; d. Erosdo na nadadeira caudal e coloracdo escura.

Diferente dos sinais clinicos observados no nosso estudo, Thomas et al. (2014)
relataram mortalidades de 35,6% em 72h e de 40% em 96h de Oreochromis mossambicus por
imersdo com P. aeruginosa, sendo as guelras os principais 6rgdos externos acometidos.
Trabalhos como de Soto-Rodriguez et al. (2013) também associaram o registro no cultivo de
O. mossambicus de indicios como letargia, natacdo irregular, olhos vermelhos ou opacos dos
animais a infecgdo por bactérias do género Pseudomonas. Eissa et al. 2010 também atribuiu
esses sinais clinicos em tilapias do Nilo infectadas por esse grupo, além de verificar indugdo de
mortalidade de 97% na producdo, atribuidos a potenciais fatores de viruléncias do patégeno
como compostos citotdxicos e hemoliticos.

No presente trabalho a CL50 ndo foi registrada no periodo avaliado e ndo se
observou mortalidades em massa entre os tratamentos. No entanto, no segundo dia de exposi¢édo
foi verificado uma morte de um dos exemplares do grupo controle, o exemplar em questao néo
mostrou sinais clinicos externos relacionados ao patégeno, mas com a auséncia de autdpsia nao

foi descartada a ocorréncia de infecgdo.
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De forma geral, ndo houve registro de mortes nos tratamentos onde havia a presenca
do biofilme perifitico. Esses dados podem estar relacionados aos diferentes modos de acéo que
o biofilme pode apresentar nos ambientes de cultivo. Além do incremento no desempenho
zootécnico, esses microrganismos podem estimular o sistema imunoldgico ativando
mecanismos de defesas frente a diversos ameacas reconhecidas para 0s organismos aquaticos,
atuando como um fator que tende a minimizar o efeito de potenciais patdgenos aos animais
cultivados (WANG et al., 2019; KUMAR et al., 2017).
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3 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, os tratamentos na presenca do
biofilme perifitico demonstraram os melhores resultados na performance do cultivo de tilapia
do Nilo e na resisténcia ao patégeno Pseudomonas aeruginosa, indicando atividade probidtica
das cepas iniciadoras do biofilme. O tipo de material utilizado como substrato se mostrou um
provavel fator que determinou a bioacumulacdo da comunidade microbiana, sendo a fibra
natural de juta, o material que apresentou a maior quantificacdo bacteriana e mais diversidade
dos componentes do zooperifiton. Apesar da influéncia dos substratos na comunidade

microbiana, ndo foi observado influéncia nos parametros de qualidade de agua.
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APENDICE A - PERFIL ENZIMATICO, ANTAGOSNISMO FRENTE A
PSEUDOMONAS AERUGINOSA E FORMAGCAO DE BIOFILME DAS BACTERIAS
QUE COMPUSERAM O CONSORCIO INICIADOR DO BIOFILME PERIFITICO

(ADAPTADO DE DA SILVA, 2018).

Consorcio

Perfil Rhizobium Pseudomonas Enterobacter Burkholderia
enzimatico/Antagonismo  rosettiformans sp sp sp
TMC *kx ** ** *
AVC - + + +
PROT - + + +
AMI - _ + _
LIP - + + +
FOSF - + + +
GEL - - - +
CEL - - - -

BHEMOLISE (Carneiro) - - - -
Antagonismo frente a P.
aeruginosa + - + +
*** Forte agregagdo; ** Média agregagdo; * Fraca agregacdo; - Ausente; + Positivo; TMC. Teste de aderéncia a
microplaca; AVC. Agar vermelho congo; PROT. Protease; AMI. Amilase; LIP; Lipase; FOSF. Fosfolipase; GEL.
Gelatinase; CEL. Celulase.




