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RESUMO

O cultivo de organismos aquaticos em sistema com presenca de perifiton é uma alternativa
para a melhoria da sustentabilidade econdmica e ambiental da aquicultura. A formacéo
espontanea do perifiton é induzida pela introducdo de substratos artificias ou naturais em
tanques de cultivo que servem como suporte para agregagédo e crescimento de comunidades
microbianas melhorando a qualidade da &gua e servindo como fonte suplementar de alimento
natural. No entanto, a diversidade e dindmica desses grupos bacterianos formadores do
biofilme aderidos aos substratos imersos necessitam ser entendidos, possibilitando a
manipulacdo de bactérias benéficas aos peixes e ao ambiente de cultivo. Dessa forma, o
objetivo geral da pesquisa foi avaliar o desempenho zootécnico e imunoldgico de juvenis
tilapia do Nilo cultivadas com perifiton formado a partir do uso de grupos bacterianos
benéficos aos animais como iniciadores do biofilme microbiano. Na primeira etapa do projeto,
juvenis de Tilapia foram cultivados em tanques com estruturas para agregacao e formacéo
espontanea de perifiton. Foram monitorados os parametros de qualidade de agua, desempenho
zootécnico, quantificacdo, isolamento e identificacdo de grupos bacterianos (BHC,
Aeromonas sp., bactérias do nitrogénio), fungicos e fito/zooplanctonicos. Os isolados
bacterianos foram identificados e caracterizados através de testes funcionais, enzimaticos e de
antagonismo que serviram como base para formacdo de consércios iniciadores de biofilme.
Na segunda etapa foram montados cultivos com juvenis de tilpias para testar cinco
tratamentos: T1 (sem perifiton), T2 (perifiton espontaneo), T3 (indculo iniciador formado por
bactérias com perfil probidtico), T4 (indculo iniciador formado por bactérias do ciclo do
nitrogénio) e T5 (cultivo de Tildpia com ragdo adicionada de bactérias probidticas, sem
substrato). Foram monitorados os parametros de qualidade de dgua e desempenho zootécnico.
No final do cultivo foi feita avaliacdo de pardmetros hematoldgicos e realizado um teste
desafio por exposicdo ao patdgeno Aeromonas hydrophila. Os resultados da primeira etapa
comprovaram a eficiéncia do perifiton formado espontaneamente na manutencdo da qualidade
de agua e melhoria no desempenho zootécnico dos peixes. No segundo experimento, oS
tratamentos T2 e T4 tiveram efeito positivo sobre o crescimento dos peixes. O uso de
bactérias como iniciadoras do perifiton e a adicdo de probiodticos via ragdo trouxeram
melhorias nos parametros hematoldgicos. No teste desafio, 0s peixes cultivados com perifiton
ou probidticos (T2 a T5) apresentaram menor nimero de sinais clinicos ap6s exposicao a A.
hydrophila.

Palavras-chave: Piscicultura. Biofilme. Probidticos.



RESUMEN

El cultivo de organismos acuéticos en sistemas con presencia de perifiton es una alternativa
para la mejoria en la sustentabilidad econémica y ambiental de la acuicultura. La formacion
espontanea del perifiton es inducida por la introduccion de sustratos artificiales o naturales en
tanques de cultivo que sirven como soporte para la agregacion y el crecimiento de
comunidades microbianas, mejorando la calidad del agua, sirviendo como fuente
suplementaria de alimento natural. Sin embargo, la diversidad y dinamica de estos grupos
bacterianos formadores del biofilme adheridos a los sustratos inmersos necesitan ser
entendidos, posibilitando la manipulacion de bacterias beneficiosas a los peces y al ambiente
de cultivo. De esta forma, el objetivo general de la investigacion fue evaluar el desempefio
zootécnico e inmunoldgico de tilapia del Nilo en la fase de recreacién cultivadas con perifiton
formado a partir del uso de grupos bacterianos beneficiosos a los animales como iniciadores
del biofilm microbiano. En la primera etapa, juveniles de tilapia fueron cultivados en tanques
con estructuras para agregacion y formacion espontanea de perifiton. Se han monitoreado los
pardmetros de calidad de agua, rendimiento zootécnico, cuantificacion, aislamiento e
identificacion de grupos bacterianos (BHC, Aeromonas sp., Bacterias del nitr6geno), hongos
y fito / zooplancténicos. Los aislados bacterianos fueron identificados y caracterizados a
través de pruebas funcionales, enzimaticas y de antagonismo que sirvieron como base para la
formacion de consorcios iniciadores de biofilm. En la segunda etapa fueron montados cultivos
con juveniles de tilapias para probar cinco tratamientos: T1 (sin perifiton), T2 (perifiton
espontaneo), T3 (indculo iniciador formado por bacterias con perfil probiético), T4 (in6culo
iniciador formado por bacterias del ciclo del nitrégeno) y T5 (cultivo de tilapia con racién
agregada de bacterias probioticas, sin sustrato). Se monitorizaron la calidad de agua y
desempefio zootécnico. Al final del cultivo se realiz6 una evaluacién de pardmetros
hematoldgicos y se realiz6 una prueba desafiante contra el patdgeno A. hydrophila. Los
resultados de la primera etapa comprobaron la eficiencia del perifiton formado
espontaneamente en el mantenimiento de la calidad del agua y la mejora en el desempefio
zootécnico de los peces. En el segundo experimento, los tratamientos T2 y T4 tuvieron un
efecto positivo sobre el crecimiento de los peces. El uso de bacterias como iniciadoras del
perifiton y la adicion de probiodticos via racién trajeron mejoras en los parametros
hematoldgicos. En la prueba desafiante, los peces cultivados con perifiton o probioticos (T2 a
T5) presentaron menor numero de signos clinicos después de la exposicion a A. hydrophila.
Palabras clave: Pez. Biopeliculas. Probidticos.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é o setor de producdo de alimento que vem crescendo
continuamente tentando suprir o déficit causado pela reducdo dos estoques pesqueiros. No
entanto, no modelo de manejo atual, a obtencdo de elevadas produtividades requer o emprego
de alimentos artificiais cada vez mais elaborados e completos. O emprego de ragdo é quase
que exclusivo, o que eleva os custos da producdo. Além disso, por possuir elevado teor de
nutrientes como fosforo e nitrogénio, ha a geracdo de efluentes mais poluentes. Outro
problema associado a intensificacdo dos sistemas de cultivo é o surgimento de doencas,
devido a elevada densidade populacional, e consequente aumento da matéria organica e
reducao dos niveis de oxigénio dissolvido (HIRSCH et al., 2006).

Uma abordagem viavel para melhoria da alimentacdo, da qualidade de agua de
cultivos e dos efluentes gerados, seria a utilizacdo de comunidades microbianas que se
desenvolvem nos viveiros como alimento natural para os peixes cultivados. Essas
comunidades podem crescer agregadas as superficies imersas em ambientes aquaticos como
perifiton. O perifiton € uma comunidade complexa de micro-organismos que cresce em
quaisquer substratos submersos e € formado basicamente por fitoplancton, zooplancton e
outros membros da microbiota aquatica em combinacdo com biofilmes microbianos (AZIM et
al., 2002; POMPEO, MOSCHINI-CARLOS, 2003).

A inducdo da formacdo de biofilmes e perifiton em superficies introduzidas em
ambientes de cultivo é uma estratégia ja utilizada visando o aumento da produtividade natural
e de alimento para os organismos cultivados em varios paises. No Brasil, a experiéncia com a
introducdo de substratos de bambu em tanques-redes para cultivo de tilapia do Nilo resultaram
em aumento da produtividade (até 52 kg/m®) e reducdo de 32% na oferta de racio (GARCIA
et al., 2016). Esses resultados promissores vém fortalecendo essa biotecnologia como uma
alternativa acessivel para pequenos aquicultores aumentarem a eficiéncia e lucro dos sistemas
de cultivo além de reduzirem os impactos sobre o ambiente.

O uso de biofilme perifitico reduz o excesso de nutrientes, mantendo a qualidade
de agua, além de prover alimento natural para os organismos cultivados (KHATOON et al.,
2007; PANDEY; BHARTI; KUMAR, 2014). No entanto, a composicdo dessa comunidade é
variavel e influenciada por fatores biodticos e abidticos da agua, alem do tipo de substrato
utilizado como base para a fixacdo e crescimento dos micro-organismos. Essa variagdo se
reflete também na qualidade nutricional do perifiton formado espontaneamente o que

representa uma restricdo para utilizacdo dessa biomassa nos tanques de cultivo devido a
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instabilidade e a variabilidade da microbiota instalada nos substratos. De fato, o perifiton
espontaneo pode conter micro-organismos prejudiciais e até mesmo patogénicos ou toxicos
para 0s organismos aquaticos cultivados.

Assim, a aplicacdo mais eficiente dessa tecnologia depende da selecdo e
manutencdo de componentes desejaveis na comunidade microbiana formada. Portanto, faz-se
necessario o entendimento desses sistemas bioldgicos, através da identificacdo dos micro-
organismos envolvidos na formacdo do perifiton espontaneo, o entendimento do papel dos
varios constituintes microbianos no desenvolvimento da estrutura perifitica e possibilidade de
manipulagdo desses micro-organismos. A domesticacdo do perifiton pode contribuir para a
reducdo da instabilidade do sistema microbiano. Esse controle pode favorecer a salde dos
animais cultivados, melhorar a qualidade da agua e dos efluentes gerados e servir como fonte
de alimento natural o que resultaria em reducdo de custos com alimentacdo artificial e
melhoria da qualidade ambiental e sustentabilidade dos cultivos.

Diante do exposto, a hipotese que orienta a presente pesquisa € que a manipulacao
de bactérias para formacéo do perifiton em tanques de cultivo de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) influencia positivamente no desempenho zootécnico, hematolégico e na qualidade
de &gua de cultivo dos peixes.

Como objetivo geral, foi proposto avaliar o desempenho zootécnico e
imunologico de tilapia do Nilo na fase de recria cultivadas com perifiton formado a partir do
uso de grupos bacterianos benéficos aos animais como iniciadores do biofilme microbiano.
Para isso, 0s seguintes objetivos especificos foram tracados: 1) avaliar o efeito do perifiton
formado espontaneamente nos tanques de cultivo de tilapia do Nilo sobre: qualidade de agua,
principalmente na remoc¢do ou diminuicdo dos compostos nitrogenados toxicos (amonia e
nitrito) e desempenho zootécnico dos peixes; 2) caracterizar o plancton presente no perifiton
formado espontaneamente; 3) quantificar Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC),
Aeromonas spp., e bactérias envolvidas no ciclo de nitrogénio no ambiente aquético
(fixadoras de nitrogénio, nitrificantes e desnitrificantes) isoladas do perifiton formado
espontaneamente; 4) quantificar, isolar e caracterizar os fungos do perifiton formado
espontaneamente; 5) identificar através de testes bioquimicos e por biologia molecular BHC e
nitrificantes; 6) avaliar fenotipicamente as bactérias produtoras de biofilme; 7) caracterizar a
producéo de enzimas das bactérias isoladas do perifiton espontaneo; 8) selecionar as bactérias
que irdo compor o perifiton induzido; 9) aplicar o perifiton induzido no segundo bioensaio; 10)
avaliar a qualidade de agua do cultivo de juvenis de tilapia do Nilo submetidos ao bioensaio

com a utilizagdo do perifiton induzido; 11) avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de
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tildpia do Nilo submetidos ao bioensaio com a utilizacdo do perifiton induzido; 12) avaliar os
pardmetros hematoldgicos das tildpias apds o bioensaio; 13) teste desafio dos peixes

cultivados no segundo bioensaio por exposi¢do a Aeromonas hydrophila.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquicultura e cultivo de Tilapias

A aquicultura é a atividade de cultivo de organismos cujo ciclo de vida, em condi¢6es
naturais, se da total ou parcialmente em meio aquético. E o setor de producéo de alimento que
mais cresce no mundo e no Brasil. Em 2014 a producdo mundial foi de 73,8 milhdes de
toneladas. No Brasil, o valor total de producdo da aquicultura foi de 562,5 mil toneladas,
representando R$ 3,87 bilhGes (FAO, 2016).

A maior parte desse montante foi oriunda da piscicultura, cerca de 70,9%, a qual
apresentou producdo total de 507,12 mil toneladas, em 2016, representando um aumento de
4,4% em relacdo ao ano anterior. Dentre as espécies de peixes mais produzidas no Brasil, a
tildpia do Nilo ocupa a primeira colocacdo, alcangando producdo de 239,09 mil toneladas,
sendo a regido Sul o polo principal de producdo, seguida pela regido Nordeste. O estado do
Ceara tem destaque na regido Nordeste, tendo o municipio de Orés (CE) como o lider no
ranking de producdo de tilapia do Nilo, despescando 8,74 mil toneladas no ano de 2015
(IBGE, 2016).

Os fatores que justificam a preferéncia pela criacdo da tilapia, no Nordeste e no Brasil
como um todo, sdo: facil adaptacdo as condicOes de cultivo, alta capacidade de resisténcia as
doencas, excelente capacidade de reproducdo em cativeiro, facilidade na obtencdo de larvas,
ciclo de engorda relativamente curto, taxa de crescimento rapido, habito alimentar omnivoro
(EL-SAYED, 2006; VICENTE; ELIAS; FONSECA-ALVES, 2014; LONG et al., 2015).
Além disso, € uma espécie que apresenta elevado valor comercial sendo bem aceita pelos
consumidores, por conta da carne de excelente qualidade, auséncia de espinhas
intramusculares em forma de “Y”, 6timo rendimento de filé e elevado valor comercial
(HAYASHI et al., 2002).

Na tilapicultura, assim como nas demais atividades aquicolas, os alimentos
artificiais sdo empregados quase que exclusivamente, sendo este um dos insumos mais
significativos na composicéo de custos no cultivo de organismos aquaticos (AVNIMELECH,
2006; C.A; KURUP, 2015). Cerca de 15-30% dos nutrientes presentes na alimentacao
artificial ofertada é convertido em produtos cultivaveis, e o restante é lancada na agua,
permanecendo nos tanques de cultivo (GROSS; BOYD; WOOD, 2000), como fezes e restos
de racdo ndo consumida, gerando efluentes ricos em nutrientes, os quais podem causar

poluicéo significativa dos corpos de &gua receptores (BENDER; PHILLIPS, 2004). Alem
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disso, o sistema de producao também fica comprometido por causa do acimulo de compostos
toxicos, como a amonia e nitrito, ocasionando a deterioracdo da qualidade de agua, a qual
afeta diretamente o desempenho zootécnico dos animais cultivados (LEZAMA-
CERVANTES; PANIAGUA-MICHEL; ZAMORA-CASTRO, 2010).

A atividade aquicola tradicional demanda grandes &reas de producdo e elevada
quantidade de agua disponivel (ASADUZZAMAN et al. 2008), para a realizacdo de trocas de
agua, gerando impactos ambientais. Além disso, tem-se a maior probabilidade de introducéo
de patdgenos nos ambientes de cultivo, pela captacdo de agua (C.A; KURUP, 2015). Todos
esses aspectos levam a perdas econémicas, sociais e ambientais.

Dessa forma, novas tecnologias tém que ser desenvolvidas a fim de mitigar os
efeitos negativos da aquicultura, para que haja uma producdo de alimento de forma

sustentavel do ponto de vista social, econdmico e ambiental.

2.2 Importancia e potencial dos sistemas de aquicultura baseados em substratos

submersos para desenvolvimento do perifiton

Novas formas de produgdo na aquicultura tém sido desenvolvidas, a fim de
diminuir ou amenizar os efeitos negativos introduzidos no ambiente com essa atividade.
Nesse sentido, interven¢des microbianas tém sido utilizadas na aquicultura a fim de tornar a
atividade mais sustentavel, sendo um método alternativo para um manejo saudavel e
ecologicamente correto. Essas intervencdes podem ser realizadas diretamente na agua ou no
sedimento, por bioaumentacdo, biorremediacdo, ou ser administrado diretamente aos
organismos cultivados através de vacinas, probidticos ou imunoestimulantes, gerando
respostas positivas contra agentes patogénicos (MARTINEZ-CORDOVA et al., 2015;
PANIGRAHI; AZAD, 2007). O emprego de comunidades microbianas é uma das alternativas
que vém sendo usada na aquicultura. Essas comunidades podem crescer agregadas a
substratos como perifiton ou em suspensdo como flocos (bioflocos).

Uma tecnologia considerada ecologicamente amigavel ao ambiente, com baixo
custo, é a adicdo de substratos artificias ou naturais aos tanques para crescimento de perifiton,
0 qual tem gerado muito interesse no setor aquicola, por conta da melhoria nas variaveis de
qualidade de agua e geracdo de efluentes menos poluentes, assegurando um ambiente de
cultivo mais saudavel, além de ser fonte de alimento natural (AZIM et al., 2003b; KHATOON
etal., 2007; KUMAR et al., 2015; ZHANG et al., 2016; ZHANG et al., 2011).

Os sistemas de aquicultura baseado em substrato também é descrito como sistema
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baseado em perifiton. A estrutura do perifiton ou biofilme perifitico é constituida por uma
mistura complexa de micro-organismos (algas, zooplancton, bactérias, protozoérios, fungos),
detritos organicos e inorganicos aderidos a substratos organicos ou inorganicos, Vivos ou
mortos (AZIM; WAHAB, 2005; ZHANG et al., 2016).

O principio da aquicultura baseada em perifiton é aumentar a producdo do
alimento natural crescido nos substratos rigidos introduzidos nos tanques de cultivo
(ASADUZZAMAN et al., 2010), possibilitando a diminuicdo consideravel da entrada de
alimento artificial, aliado a elevadas taxas de producdo de peixes e camardes a baixo custo
(ASADUZZAMAN et al., 2008; KHATOON et al., 2007). Além disso, o substrato funciona
como filtro bioldgico, reduzindo a concentragdo de aménia e nitrito, por meio do
desenvolvimento de bactérias nitrificantes, e diminuicdo da turbidez da agua de cultivo por
reter solidos em suspensdo. Esses nutrientes retidos nos substratos contribuem para o
crescimento de micro-organismos heterotroficos, que também auxiliam na ciclagem dos
nutrientes, e aumento de biomassa microbiana disponivel como alimento (AUDELO-
NAJARO et al., 2011; AZIM; LITTLE, 2006).

Os susbstratos também possibilitam o desenvolvimento de comunidade
microbiana autdctone com acdo probidtica (AZIM et al. 2001; DOMINGOS; VINATEA,
2008), reducdo da ocorréncia de patdgenos e producdo de substéncias antimicrobianas
(THOMPSON; ABREU; WASIELESKY, 2002), evitando assim o uso de produtos quimicos
como antibidticos sintéticos, 0s quais ao serem utilizados geram compostos intermediarios
que prejudicam a saude do consumidor e problemas ao meio ambiente. Comprovaram-se
também o aumento da atividade das enzimas digestivas e aumento das respostas do sistema
imune do camaré@o Penaeus monodon (KUMAR et al., 2015; ANAND et al., 2013a; ANAND
et al., 2014a), quando esses foram cultivados na presenca de perifiton, tendo sido associado
esses efeitos positivos as diversas formas de algas autotroficas e comunidades heterotroficas
microbianas presentes no perifiton, existindo possivelmente bactérias probidticas nos
biofilmes perificos. Esta tecnologia é uma alternativa para tornar a aquicultura uma atividade
sustentavel, especialmente nos paises em desenvolvimento (PANDEY; BHARTI; KUMAR,
2014). No entanto, seriam interessantes o0 isolamento e a caracterizacdo dos grupos
microbianos, a fim de determinar o real potencial probiotico das cepas e assim utiliza-las nos

cultivos, adicionando via racdo ou diretamente no ambiente aquatico.
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2.3 Micro-organismos constituintes do perifiton espontaneo

O biofilme perifitico ¢ formado por uma biomassa heterotrofica e autotréfica
devido as diversas especies de fitoplancton e zooplancton aderidas ao substrato, assim como
bactérias, fungos, entre outros (PANDEY; BHARTI; KUMAR, 2014).

O biofilme é formado seguindo uma sequéncia dividida em quatro fases principais:
(1) adsorcdo de compostos organicos dissolvidos, associado aos processos fisico-quimicos na
agua; (2) crescimento bacteriano, com producdo de substancias poliméricas extracelulares
(EPS), a qual protege contra acdo de predadores, aumentando a resisténcia & radiacéo e
desidratacdo; (3) colonizacdo através de micro-organismos unicelulares eucaridticos,
principalmente protozoarios, microalgas e cianobactérias e por ultimo (4) estabelecimento de
organismos multicelulares eucarioticos (WHAL, 1989; SILVA et al. 2008).

As bactérias sdo invariavelmente os primeiros organismos colonizadores, com o
tempo de colonizacdo variando de algumas horas até alguns dias. Ap0s as bactérias, as algas
rapidamente aderem-se na bioderme perifitica. A rica camada de bactérias e algas favorece o
aparecimento de varios grupos de protozoarios (MOSCHINI-CARLQOS, 1999) e zooplancton.
Esses micro-organismos sdo considerados importantes na base alimentar das cadeias troficas,
sendo ricos em proteinas, vitaminas e minerais constituindo um alimento para muitos
organismos aquaticos. O periodo estimado para maturagdo do perifiton € em torno de quatro
semanas (POMPEO; MOSCHINI-CARLOS, 2003).

Experimentos baseados em substratos naturais ou artificiais para desenvolvimento
de perifiton empregados no cultivo de diversas espécies identificaram e quantificaram varios
micro-organismos pertencentes ao perifiton. No Quadro 1 estdo listados alguns trabalhos que

identificaram esses micro-organismos.
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Quadro 1- Identificacdo de micro-organismos no perifiton desenvolvido espontaneamente em substratos submersos no cultivo
de organismos aquaticos.

Espécies cultivadas Grupos de fito e zooplancton no perifiton Referéncia

Policultivo de Labeo rohita, Catla catla  Bacillariophyceae (13 géneros), Chlorophyceae (29 géneros), AZIM et al., 2002
e L. calbasu com perifiton Cyanophyceae (10 géneros) e Euglenophyceae (4 géneros),

Crustéaceos (2 géneros) e Rotiferos (6 géneros).
Policultivo de Oreochromis niloticus e Bacillariophyceae (10 géneros), Chlorophyceae (21 géneros), HASAN et al., 2012
Macrobrachium rosenberguii com Cianoficeae (7 géneros), Euglenophyceae (2 géneros), Crustaceos
perifiton (1 género) e Rotiferos (5 géneros).
Cultivo de Penaeus monodon com Bacillariophyceae (13 géneros) Chlorophyceae (9 géneros), ANAND et al. 2013b
perifiton Cyanophyceae (6 géneros) e Euglenophyceae (2 géneros),

Protozoarios, Anelideos e Crustaceos.
Policultivo de O. niloticus mais M. Bacillariophyceae (10 géneros), Chlorophyceae (21 géneros), ASADUZZAMAN et al.
rosenberguii com perifiton e relacdo Cyanophyceae (7 géneros) e Euglenophyceae (2 géneros), (2009a)
C/N Rotiferos (5 géneros) e Crustaceos (1 género).
Cultivo de juvenis de O. niloticus em Bacillariophyceae, Chlorophyceae, Cyanophyceae, SAKR et al. (2015)
tanques-rede com perifiton Euglenophyceae e Dinophyceae.
Policultivo de O. niloticus e M. Chlorophyceae (21 géneros), Bacillariophyceae (10 géneros), HAQUE et al. (2013)
rosenberguii com perifiton e relacdo Cyanophyceae (7 géneros), Euglenophyceae (2 géneros), Rorifero
C/N (5 géneros) e Crustaceo (1 géneros).
Cultivo de P. vannamei com perifiton Bacillariophyceae (14 géneros), Chlorophyceae (12 géneros), KUMMAR et al. (2017)

Cyanophyceae (10 géneros), Euglenophyceae (3 géneros),
Rotiferos (3 géneros), Crustaceos (2 géneros), Anelideos (1
género).

Fonte: elaborado pela autor
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Os trabalhos realizados com perifiton no cultivo de tilapia do Nilo, na sua grande
maioria identificam e classificam comunidades fitoplanctonicas, zooplanctonicas e outros
organismos presentes, ndo levando em consideracdo a presenca dos grupos bacterianos e
fangicos, que possuem grande importancia. Pouco se sabe sobre a diversidade, dindmica e
sucessdo desses agregados microbianos. Algumas bactérias podem ser patogénicas, o que é
um problema durante o cultivo, tornando-se uma ameaca do ponto de vista produtivo.

Assim, faz-se necessario o entendimento desses sistemas biologicos, realizando
identificacdo, ndo somente dos grupos planctonicos presentes no perifiton, como também das
comunidades microbianas, para que se possa desenvolver manejo seguro e de facil realizacao
para manipulagdo dos micro-organismos que tragam somente beneficios para melhoria do
desempenho zootécnico dos peixes e da qualidade de agua.

A identificacdo de comunidades microbianas ja vem sendo estudadas em trabalhos
que envolvem os sistemas BFT (Biofloc Technology) no cultivo de camardes. Poli et al., (2011)
monitoraram a formagdo de bioflocos no cultivo do camardo marinho em sistema intensivo, e
isolaram 76 cepas de bactérias, sendo que 12 dessas foram vibrios. J& Garcia et al. (2014)
isolaram 87 cepas bacterianas no total, das quais os vibrios foram predominantes.

Ja nas pesquisas utilizando perifiton em cultivos, Diringer et al. (2010),
cultivando camardo marinho L. vannamei, identificou um total de 148 cepas de bactérias, 36
grupos de microalgas, 10 ciliados e 3 nematdides. Os resultados indicaram que o perifiton
espontaneo foi composto principalmente por espécies bacterianas possivelmente patogénicas
para os camarfes, sendo identificados: Vibrio (41%), Shewanela (16%), Staphylococcus
(10%), bactérias desconhecidas (9%), Pseudomonas (5%) e outras, como Bacillus.

Shilta et al. (2016) ao cultivarem a espécie de peixe Etroplus suratensis na
presenca de substrato natural (palha de arroz e bagaco de cana) e artificial (PVC e folha de
plastico), identificaram por ordem de preponderancia os géneros Bacillus, Pseudomonas e
Micrococcus nos substratos. Os principais representantes do plancton foram cianoficeas,
cloroficeas, diatomaceas, claddceros, rotiferos, ostracodes e protozoarios.

Yu et al. (2016) combinaram o sistema de substrato submerso para crescimento
do perifiotn com a manipulacéo da relacdo C/N durante o cultivo da carpa capim. Realizaram
a caracterizacdo das bactérias aderidas ao substrato e suspensas na coluna d’agua utilizando a
tecnologia de sequenciamento Illumina. As propor¢des dos grupos bacterianos
Verrucomicrobiae, Rhodobacter e Emticicia foram maiores no tratamento que empregou
adicdo de substrato para crescimento do bioiflme mais a relagdo C/N20. Concluiram também

que os grupos Rhodobacter, Flavobacterium, Acinetobacter, Pseudomonas, Planctomyces e
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Cloacibacterium podem ter sido importantes na colonizacdo dos substratos. E que o
incremento da relacdo C/N diminuiu as proporcdes de Bacillus, Clavibacter e Cellvibro, e
atribuiram que as bactérias pertencentes a \errucomicrobiae e o género Rhodobacter
presentes na comunidade anexada ao substrato eram potenciais probidticas e auxiliaram no
crescimento das carpas.

Silva et al. (2016) encontraram maiores propor¢des do género Pseudomonas sp.,
seqguido por Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Micrococcus sp. no perifiton formado
espontaneamente durante o cultivo de juvenis de tilapia do Nilo.

Como pode ser observado, os estudos envolvendo a caracterizagdo do perifiton se
restringem a identificacdo de grupos especificos, seja somente a parte plancténica aderida aos
substratos ou grupos bacterianos especificos. Fica clara a necessidade de pesquisas mais
abrangentes quanto a diversidade dessa comunidade microbiana criando possiblidades de
manipulacdo e aplicacdo como ferramenta biotecnologica para melhoria da atividade de

cultivo de organismos aquaticos.

2.4 Biofilme perifitico como alimento natural

A adicdo de substratos artificiais ou naturais em viveiros de aquicultura estimula o
crescimento da biota aquética autotréfica e heterotréfica, como bactérias, fungos, protozoarios,
fitoplancton, zooplancton, organismos bénticos, e uma grande variedade de invertebrados
(SAKR et al., 2015). Diversos trabalhos tém comprovado a melhoria dos indices de producéo
de peixes e de camar@es utilizando substrato submerso para crescimento de perifiton nos
cultivos (AZIM et al.,, 2002; BALLESTER et al., 2007, THOMPSON; ABREU;
WASIELESKY, 2002; ZHANG et al., 2016). A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) devido
a sua dieta onivora e rapido crescimento (ROESELERS; LOOSDRECHT; MUYZER, 2008)
assimilam eficientemente o alimento natural. Segundo Dempster, Beveridge e Baird (1993),
tilapias jovens ingerem, no minimo, 10 vezes mais perifiton que fitoplancton, quando ha
abundante disponibilidade do primeiro no habitat em que vivem. Huchette et al. (2000)
cultivaram tilapias do Nilo em gaiolas (tanque-rede) na presencga de substratos artificiais, e
observaram que o0 grupo das diatomaceas foram dominantes nas garrafas e nos estdbmagos
desses peixes. Asaduzzaman et al. (2009a) observaram diminuic¢do de 52% do numero total de
perifiton quando as tilapias estavam presentes nos tanques de cultivo comparado ao
tratamento sem tilapia.

A composicdo dos micro-organismos aderidos aos substratos é o principal
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determinante no valor nutricional do biofilme para os organismos que irdo se alimentar
diretamente dele. Silva et al. (2008) relataram que € muito provavel que a variabilidade do
teor proteico e lipidico do perifiton estd relacionada com a sucessdo microbiana durante a
formacéo do biofilme.

De acordo com Thompson, Abreu e Wasielesky (2002) o biofilme pode fornecer
elementos essenciais como acidos graxos poli-insaturados, esterois, aminoécidos, vitaminas e
carotenoides. De acordo com Azim et al. (2003a) o perifiton crescido sobre substrato, durante
o cultivo de tilapia do Nilo, apresentou a seguinte composicédo centesimal: 55% cinza, 17%
proteina, 1,6% lipidio e 8,5% energia. Kummar et al. (2017), ao cultivar o camardao marinho P.
vannamei na presenga de substratos submersos, encontraram 0s seguintes constituintes no
perifiton: 24,97% de proteina, 2,67% de lipidio e 37,75% de cinzas.

Considerando que a maior parte dos peixes necessita de dietas que contenham 18-
50% de proteina, 10-25% de lipidio, 15-30% de carboidratos, valores menores que 8,5% de
cinzas e tragos de vitaminas e minerais (PANDEY; BHARTI; KUMAR, 2014; CRAIG;
HELFRICH, 2002), o perifiton pode ser utilizado como uma fonte suplementar de alimento
natural para os organismos cultivados, podendo reduzir a oferta de racdo, insumo esse
considerado um dos mais onerosos na producdo (BALLESTER et al., 2007; UDDIN et al.,
2007).

2.5 Melhoria na qualidade de agua

Os grupos bacterianos e de microalgas presentes no perifiton sdo os principais
constituintes que transformam e assimilam 0s compostos nitrogenados presentes nos tanques
de cultivo (EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006; THOMPSON; ABREU; WASIELESKY,
2002). Presos na camada do perifiton, os detritos e os solidos suspensos sdo decompostos
mais rapidamente, tornando-se mais acessiveis aos herbivoros. Desta forma, o perifiton
aumenta a ciclagem de nutrientes, acelera a decomposi¢do da matéria organcica e assimilagdo
de amonia e nitrato, aprimorando a nitrificacdo (AZIM; LITTLE, 2006; MILSTEIN; PERETZ;
HARPAZ, 2009).

A introdugdo de substratos artificiais nos tanques de cultivo estimula o
crescimento de bactérias nitrificantes (THOMPSON; ABREU; WASIELESKY, 2002;
SUANTIKA et al., 2012; FURTADO; POERSCH; WASIELESKY, 2015), as quais sdo
responsaveis pela oxidagdo da amonia ateé nitrato. Uma vez que os substratos sdo posicionados

na coluna de dgua onde o oxigénio dissolvido &€ mais disponivel, o processo da nitrificacdo é
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acelerado (ASADUZZAMAN et al., 2008; MILSTEIN; PERETZ; HARPAZ, 2009).

Poucos trabalhos caracterizaram ou identificaram 0s grupos bacterianos
pertencentes ao ciclo do nitrogénio nos ambientes de cultivo na presenca de substrato artificial.
Os trabalhos realizados com perifiton, que obtiveram efeito positivo na remocgdo de
compostos nitrogenados, baseiam-se apenas na quantificacdo desses compostos na dgua dos
tanques de cultivo na presenga e auséncia de substrato (THOMPSON; ABREU;
WASIELESKY, 2002; AUDELO-NAJARO; MARTINEZ-CORDOVA; VOLTOLINA, 2010;
VIAU et al., 2013; VIAU et al., 2016).

Oliveira et al. (2006) estudaram alguns aspectos de sucessdo microbiana, e
estabeleceram a importancia das bactérias nitrificantes na ciclagem de nutrientes nitrogenados
em tanques de cultivo do camardo rosa (Farfantepenaeus paulensis). Concluiram que a
concentracdo de compostos nitrogenados influenciou a composicao da assembléia de bactérias
no biofilme e na &gua e que os processos de nitrificacdo e desnitrificacdo tem grande
importancia na remogdo de compostos nitrogenados, retirando cerca de 39% de amoénia
presente nos tanques.

Dentre os grupos das bactérias participantes do ciclo do nitrogénio em ambientes
aquaticos, pode-se destacar a importancia das Nitrossomonas, que oxidam a amonia a nitrito,
e das Nitrobacter, que oxidam nitrito a nitrato. Esse processo chamado nitrificacdo, é
extremamente eficiente em ambientes bem oxigenados (ARAUJO et al., 2018; OLIVEIRA et
al., 2013). Outro processo que ocorre de forma acoplada a nitrificacdo, é a desnitrificacdo, a
qual ocorre em condi¢cbes de anaerobiose, transformando nitrato em nitrogénio molecular.
Esses processos tem o poder purificador da dgua, uma vez que compostos toxicos, como
amonia e nitrito, sdo removidos e transformados em formas atoxicas aos animais cultivados
(OLIVEIRA et al., 2006). Novas tecnologias vém sendo empregadas para remocdo de
compostos nitrogenados na aquicultura, como o processo de oxidacdo anaerébia de aménia,
ou simplesmente ANAMMOX (do inglés anaerobic ammonium oxidation) (SCHEEREN et
al., 2011), e a nitrificagdo heterotrofica com desnitrificagéo aerobia simultanea, através do uso
de micro-organismos nitrificadores heterotréficos (VELUSAMY; KRISHNANI, 2013;
KUMAR et al., 2013).
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2.6 Domesticacdo do perifiton

A utilizacdo de perifiton formado espontaneamente nos tanques de cultivo pode
trazer alguns problemas, uma vez que a microbiota instalada nos substratos ndo € controlada.
Além disso, a comunidade perifitica formada espontaneamente apresenta variabilidade na sua
estrutura, sendo que alguns organismos presentes podem produzir compostos tdxicos, como
toxinas de cianobactérias, para os animais cultivados (DIRINGER et al., 2010). Problemas
inesperados podem ocorrer, como 0 aparecimento de bactérias patogénicas que podem
desencadear enfermidades aos organismos cultivados. Além disso, a constituicdo da
microbiota do perifiton afeta o contetdo nutricional do mesmo, o qual varia dependendo dos
micro-organismos instalados no determinado periodo.

Monroy-Dosta et al. (2013) identificaram e quantificaram diversos grupos de
micro-organismos constituintes do biofloco formado espontaneamente no cultivo de camarao.
Identificaram a presenca de géneros potencialmente virulentos para peixes e camardes, Como
0s géneros Aeromonas e Vibrios, respectivamente. Além disso, observaram a presenca de
bactérias degradadoras de compostos nitrogenados como Nitrospira sp., Nitrobacter sp. e
Bacillus, as quais sdo responsaveis pela manutencdo da qualidade de &gua e biocontrole
efetivo sobre patogenos.

A identificacdo da composicdo dos micro-organismos desenvolvidos no
perifiton espontaneo em cultivos de tilapias € necessaria, uma vez que nao se sabe ao certo a
constituicdo desse biofilme perifitico. A fim de que se possa realizar o isolamento de
determinados grupos benéficos, os quais poderiam posteriormente serem aplicados nos
sistemas de cultivo. Essa bioprospeccéo de micro-organismos do perifiton recebeu o nome de
domesticacdo do perifiton, o qual é composto por alguns passos descritos abaixo.

De acordo com Diringer et al. (2010), o primeiro passo da domesticacdo do
perifiton consiste em analisar e isolar cepas de micro-organismos nativos que colonizam
espontaneamente 0s substratos instalados em tanques de organismos aquaticos. Esse
isolamento inicial deve permitir a obtencdo de um inventario abrangente que consista nos
diferentes micro-organismos presentes no perifiton. A proxima estapa € realizar o estudo da
estrutura espaco temporal dos micro-organismos no biofilme, envolvendo a composigédo
quantitativa e qualitativa. Apds isso, deve ser feita a caracterizacdo dos isolados por técnicas
fenotipicas e moleculares e, em seguida, a capacidade de serem cultivados em pequena e
grande escala. O conjunto de resultados obtidos permite selecionar cepas benéficas para

construcdo do perifiton, a fim de ser empregado na nutri¢do, regeneracdo da agua e prevencgéo
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de vibrioses, no caso do cultivo de camardes.

A producéo de exoenzimas das bactérias isoladas do perifiton é outro ponto a ser
acrescentado no estudo da domesticacdo do perifiton, além da capacidade de agregacao nos
substratos e producéo de exopolissacarideos (EPS) (DOGAN et al., 2015).

De acordo com Audelo-Naranjo et al. (2011) o consumo da biota presente no
bioiflme melhora a atividade das enzimas digestivas. A producdo de celulase, amilase,
protease, entre outras enzimas, desempenham importante papel na assimilacdo de compostos
de dificil digestdo pelos peixes, uma vez que peixes teledsteos ndo sdo capazes de produzir
algumas enzimas enddgenas, necessitando do auxilio de bactérias presentes no sistema gastro
intestinal para digestdo e assimilacdo de certos compostos, como carboidratos (DUTTA,;
GHOSH, 2015; SAHA et al., 2006). Além disso, as bactérias auxiliam na mineralizacdo de
matéria organica presente na agua de cultivo de organismos aquaticos, melhorando a
qualidade da agua.

Ramesh et al. (2015) ao avaliar o potencial de producdo da enzima protease de
Bacillus sp. isolado do intestino de peixes saudaveis da espéecie Labeo rohita, afirmaram a
importancia do uso de bactérias proteoliticas na aquicultura, uma vez que elas auxiliam na
digestdo de proteinas, as quais melhoram as propriedades funcionais pela producdo de
peptideos bioativos, além de reduzir alergénos proteicos.

A forma de avaliar se o perifiton domesticado trouxe melhorias no cultivo dos
animais pode ser realizado mediante o acompanhamento das variaveis de qualidade de agua,
desempenho zootécnico e sistema imunoldgico dos animais, como a avaliacdo dos parametros
hematoldgicos, no caso de peixes. Além disso, pode-se realizar o desafio sanitario dos animais
apos cultivados na presenca do perifiton domesticado contra algum patdgeno, a fim de
determinar a sobrevivéncia dos mesmos, para saber se o perifiton contribuiu para o
fortalecimento do sistema imune.

O uso do perifiton artificial domesticado resultou em dados encorajadores com
aumento de 30 a 50 % nas taxas de crescimento de camardo e um aumento de 48% na
biomassa (DIRINGER et al., 2010). Nesse mesmo estudo, as cepas potencialmente benéficas
de bactérias do grupo Bacillus foram selecionadas com base em caracteristicas como a
capacidade de construcédo de biofilmes que atrai e facilita o estabelecimento de diatoméceas, a
capacidade de interromper o processo “quorum sensing” de agentes bacterianos patogénicos,
através da producéo de lactonase, a capacidade de melhorar a digestdo do camaréo através da

atividade da amilase e da protease, e a capacidade de colonizar o trato digestivo de camaréo.
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Postai et al. (2014) avaliaram o potencial de cepas bacterianas isoladas a partir do
biofloco com poder probidtico em sistema de engorda de camardo. De 90 cepas bacterianas
identificadas e avaliadas, apenas 8 tiveram potencial probidtico para serem aplicadas em
sistema BFT (Biofloc Technology System). Concluiram que o uso de bactérias probidticas
capazes de produzir enzimas poderia diminuir fatores de viruléncia da populagao bacteriana
presente nos bioflocos, aumentando a sobrevivéncia dos animais durante o cultivo.

Segundo Garcia et al. (2014) a caracterizacdo e uso de um conjunto microbiano
previamente determinado permitira colonizar o sistema de bioflocos ou biofilmes de forma
controlada, contribuindo para a redugéo da instabilidade do sistema, evitando a ocorréncia de
patdgenos, principalmente vibrioses, no caso de cultivo de camardes.

Ferreira et al. (2015) isolaram e identificaram bactérias do género Bacillus sp. a
partir do cultivo de Litopenaeus vannamei em sistema com flocos microbianos, e avaliaram o
seu potencial na melhoria da qualidade da agua, desempenho e parametros imunoldgicos
quando adicionados a &gua e dieta. Concluiram que as bactérias Gram-positivas Bacillus spp.,
isoladas dos bioflocos, sdo importantes para o cultivo e manutencdo da salde e crescimento
de L. vannamei, e pode ser usado como probidtico ou como biocontrole para agua em
sistemas de cultura superintensivos.

Suantika, Turendro e Situmorang (2017) adicionaram bactérias nitrificantes em
sistema de cultivo do camardo Macrobrachium rosenbergii na presenca de substrato para
crescimento de perifiton. Houve melhorias no desempenho zootécnico das pos-larvas, além da
manutencdo dos parametros de qualidade de &gua desejaveis para a espécie. Enguanto,
Suantika et al. (2012) verificaram baixos niveis de compostos nitrogenados na agua de cultivo
do camardo M. rosenbergii quando fez uso de substrato vertical téxtil em conjunto de
bactérias nitrificantes. Ranjeet e Hameed (2015) testaram, no cultivo juvenis de tilapia do
Nilo, trés diferentes substratos (bamboo, PVC e redes de nylon) e a adi¢do de Lactobacillus
acidophilus e L. sporogenes. Comprovaram que 0 uso de tubos de PVC e bambu melhoraram
a producdo de peixe, e que a adicdo das bactérias nos tanques de cultivo forneceu crescimento
continuo de bactérias benéficas ao redor do substrato, proporcionando melhorias no
desenvolvimento do perifiton. No entanto, esses trabalhos fizeram a adicdo de bactérias
isoladas a partir de sistemas de cultivos comerciais, ndo sendo isoladas do perifiton.

Dessa forma, sdo ainda necessarias pesquisas que resultem no conhecimento e
caracterizagdo de bactérias pertencentes ao perifiton espontaneo em sistemas de cultivo de
animais aquaticos, as quais possibilitard a manipulacdo (domesticacdo) desses micro-

organismos com acdo benéfica para os animais ou 0 ambiente. O que possibilitard o uso de
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bactérias probidticas autdctones, ou seja, isoladas do proprio sistema de cultivo. A adicéo
dessas bactérias aos sistemas com substratos submersos, garantird maior agregacdo do
perifiton, 0 que permitira a presenca regular de um determinado biofilme nos tanques de
cultivo. Ja que grupos totalmente novos de micro-organismos podem surgir apds 0S processos

de sucessao, os quais podem ndo ser consumidos pelos peixes (RANJEET; HAMEED, 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental 1: cultivo e analise da microbiota do perifiton

formado naturalmente em sistema de cultivo de Tilapia.

O cultivo dos juvenis de tilapia foi desenvolvido no Laboratério de Ciéncia e
Tecnologia Aquicola-LCTA, unidade de pesquisa do Departamento de Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceara (Campus do Pici, Fortaleza, Ceard).

O trabalho foi realizado em dois grupos experimentais, onde os juvenis de tilapia
foram cultivados em tanques com substrato artificial para crescimento do perifiton e em
tanques sem substrato. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
fazendo uso de 5 repeticbes para cada tratamento, totalizando 10 tanques experimentais.
Como substrato artificial foi utilizado placas de PVC (FIGURA 1) cobrindo 135% da &rea do
espelho de &gua (CAVALCANTE et al., 2017a).

Foram utilizados juvenis de tilapia do Nilo com peso corporal inicial de
aproximadamente 1,0 g, os quais foram estocados em caixas de polietileno de 250 L em uma
densidade de 24 peixes/m3. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia nos horarios de 8,
11, 14 e 16h. Foram utilizados dois tipos de ragfes durante o experimento, a primeira foi a
racdo em po (farelada) contendo 46,18% de proteina bruta (PB); a segunda ragdo foi composta
por 32,37% de PB com a granulometria de 2-3 mm. A taxa de arragoamento iniciou com 10%,

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

Figura 1 - Visdo das estruturas de PVC utilizadas como substrato
artificial para crescimento do perifiton.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.1 Variaveis de qualidade de agua

Incialmente, amostras de &4gua de cada caixa foram coletadas para determinagédo

de indicadores fisico-quimicos de qualidade de &gua do cultivo. No decorrer da pesquisa, a
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periodicidade do monitoramento dessas variaveis e a metodologia empregada foram

realizadas conforme a Tabela 1. O horario das coletas ocorreu sempre as 9:00 h.

Tabela 1 - Varidveis fisico-quimicas da &gua de cultivo, metodologia e

periodicidade das analises realizadas.

Anédlise Método Periodicidade Unidade
pH Portatil 1x semana -
Temperatura Portatil 1x semana °C
O, Portatil 1x semana mg L*
Alcalinidade Titulométrico 1x semana  mg CaCOs L™
Dureza Titulométrico 1x semana  mg CaCOs L™
NAT Indofenol 1x semana mg L*
Nitrito Griess-Islova 1x semana mg L
Nitrato Método de redugdo do cadmio  1x semana mg L
Fasforo total Colorimétrico 1x semana mg L

Fonte: elaborada pela autora.

3.1.2 Variaveis de desempenho zootécnico

A biometria dos peixes foi realizada a cada quinze dias para obtencdo da curva de

crescimento e para 0 ajuste da racdo. As seguintes variaveis de desempenho zootécnico foram

obtidas: Sobrevivéncia (S %); Peso final (PF g); Comprimento final (cm); Taxa de

Crescimento Especifico (TCE %); Produtividade (g m dia); Fator de Conversdo Alimentar
(FCA); Taxa de Eficiéncia Proteica (TEP %) e indice de uniformidade (IU %); de acordo com

as seguintes equacOes descritas abaixo:

S (%)= (100 x nf / ni)

Sendo:
S = taxa de sobrevivéncia (%);
nf = ndmero final de peixes;

ni = nimero inicial de peixes.

TCE (% dia*) = ([(Ln pf — Ln pi) /dias de cultivo] x 100)

(1)

()



Sendo:

TCE = taxa de crescimento especifico (%);
In = logaritmo neperiano e;

pf = peso médio final;

pi = peso médio inicial;

t = tempo de cultivo (dias).

P (g m=dia?) = (biomassa final/ volume/ dia)

Sendo:

P = produtividade (g/m?);

Bf = biomassa final no tanque (g);
V= volume do tanque (m?3).

T=tempo de cultivo (dias)

FCA = Qr/ Gb

Sendo:

FCA = convers3o alimentar aparente (g de ragdo g de peixe™);

Qr = quantidade de racdo consumida (g);

Gb = ganho de biomassa (Q).

TEP = (GP/ Qr)

Onde:
TEP = taxa de eficiéncia proteica;
Gp = ganho em peso (g);

Qr = quantidade de racdo consumida (g).

IU=100-CV

Sendo:
IU = indice de uniformidade (%);

CV = coeficiente de variagdo

3.1.3 Coletas do perifiton desenvolvido espontaneamente
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A primeira coleta do perifiton desenvolvido espontaneamente nos tanques de
cultivo de tilapia foi realizada logo apo6s a observacdo visual da formacgdo do biofilme nos
substratos artificiais (10 dias ap6s o inicio do cultivo). A amostra de perifiton foi raspada de
uma area de 10 cm? do substrato, sendo colocada em garrafa de vidro cor &mbar, transportada
em caixa isotérmica até o Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP),
unidade de pesquisa do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da UFC. Foram realizadas
coletas quinzenais apo6s a inicial do perifiton, no periodo de agosto a outubro de 2015, o que

resultou num total de quatro coletas.

3.1.3.1 Processamento das amostras de perifiton espontaneo

Ao chegar ao LAMAP a amostra de perifiton, para ser utilizado na quantificacao
de grupos bacterianos e fungicos, foi homogeneizada a 9,0 mL de solucdo salina 0,85%,
formando a diluicdo 107, a partir da qual foram realizadas as demais diluicdes seriadas até 10
°, Esse procedimento foi realizado para as demais amostras coletadas quinzenalmente até o
final do experimento. Enquanto a amostra destinada para qualificacdo do plancton foi raspada
e acondicionada em tubo Falcon, e transportada diretamente para o laboratério. Adicionou-se
5,0 mL de formalina a 4% nas amostras para posterior identificacéo.

3.1.3.2 Anélise qualitativa do plancton presente no perifiton espontaneo

Para qualificacdo do fitoplancton e zooplancton foram empregadas as

metodologias de acordo com Asaduzzaman et al. (2010) e Viau et al. (2013).

3.1.3.3 Anélise quantitativa dos grupos bacterianos

3.1.3.3.1 Bactérias Heterotréficas cultivaveis e género Aeromonas sp.

No Quadro 2 encontram-se descritas as metodologias empregadas para a
quantificacdo de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC) e género Aeromonas sp.
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Quadro 2 - Descricdo da metodologia empregada para a quantificacdo dos grupos bacterianos (BHC e
género Aeromonas sp.).

Grupos Meio de cultura Técnicade | Incubacdo

g . ~ Referéncia
Bacterianos inoculacéo

BHC Agar PCA (DIFCO) Pour plate 35°C/48h (APHA, 2000)

Agar GSP (HIMEDIA)
Aeromonas | acrescido de 20 ug de | Pour plate 35°C/48h (HUGUET,; RIBAS, 1991).

ampicilina/mL

Fonte: elaborado pela propria autora.

Passado o periodo de incubacdo, as placas que apresentaram valores de contagens
entre 25 e 250 col6nias foram contadas. Placas que ndo apresentarem valores de contagens no
intervalo citado foram estimadas. Para o célculo da Contagem Padrdo em Placas (CPP)
utilizou-se a expressdao: UFC (Unidade Formadora de Coldnia) x o inverso do fator de
diluicdo x fator de correcéo (10) (DOWNES; ITO, 2001).

3.1.3.3.2 Populagdes bacterianas do ciclo do nitrogénio

Para a estimativa das populagdes bacterianas fixadoras de nitrogénio, nitrificantes
e desnitrificantes foi empregado o método de deteccdo do Numero mais provavel (NMP)
utilizando a técnica dos tubos mdltiplos (APHA, 2000; MARIN et al., 2012) com
modificacdes.

As composicdes dos meios de cultura utilizados para a quantificacdo dos grupos
bacterianos envolvidos no ciclo do nitrogénio estdo descritas no Quadro 3, de acordo com
Marin et al. (2012) com algumas modificacdes, fazendo uso de meios seletivos para cada
grupo particular.

A composic¢éo da solucdo de elementos tracos utilizados na preparacdo dos meios,
para cada 1 L, foi a seguinte: 0,1 g/L de NazM004.2H-0, 0,2 g/L de MnCl2.4 H20, 0,002 g/L
de CoCl2.6H20, 0,1 g/L de ZnSO4.7H20 e 0,02 g/L de CuS04.5 H20.



Quadro 3 - Meios seletivos utilizados para quantificacdo dos grupos de bactérias

participantes do ciclo do nitrogénio em ambientes aquaticos.

Composto Fixadoras de Meio Meio
quimicl?) (/L) Nitrogénio Nitrificantes Desnitrificantes
(g/L) (g/L) (g/L)
(NH4)2SO4 - 0,5 -
KNOs - - 0,2
NaH2PO4 0,189 - -
NaHCOs 0,05 - -
KH2PO4 0,011 1 1
K2HPO4 - - -
FeS04.7H20 0,006 0,03 -
MgS04.7H20 0,2 0,3 1
CaCOs3 - 7,5 1
CaS04.2H20 0,02 - -
SrCl.6H20 0,01 - -
Elementos tracos ImL ImL ImL
pH 7,8 7,8 7,8
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Fonte: elaborado pela autora.

De acordo com o Quadro 3, o meio utilizado para as fixadoras de nitrogénio foi
composto por: 0,189g de NaH2POs; 0,05g de NaHCOgs; 0,011g de KH.POs4; 0,069 de
FeS04.7H20; 0,29 de MgS04.7H20; 0,02g de CaS04.2H20; 0,01g de SrCl.6H20; 1 mL de
elementos tracos. Isso para cada 1L de meio, sendo o pH final 7,8. Posteriormente foi
distribuido 10 mL em 25 tubos de ensaio, os quais foram autoclavados a 121°C por 15min.
Esse procedimento foi realizado para todos os demais meios de cultura utlilizados para
quantificacdo das bactérias do ciclo do nitrogénio. Meio para as nitrificantes: 0,59 de
(NH4)2S04; 1g de KH2PO4; 0,03g de FeS04.7H20; 0,3g de MgS04.7H,0; 7,59 de CaCO3. o
pH final igual a 7,8. E 0 meio para as desnitrificantes: 0,29 de NaNOs; 1g de KH2PO4; 1g de
MgS0s.7H20; 1g de CaCOz. O pH final de 7,8.

A partir das dilui¢des seriadas (10 a 10°) da amostra de perifiton, uma aliquota
de 1,0 mL foi retirada e adicionada a uma série de 5 tubos de ensaio contendo 10,0 mL dos
meios especificos. Os tubos contendo os meios de fixadoras de nitrogénio e nitrificantes
foram incubados por 21 dias a 28°C.

Para a quantificacdo do grupo das bactérias desnitrificantes, os tubos contendo o
meio inoculado foram incubados em jarras de anaerobiose (PROBAC) por 21 dias em
temperatura ambiente. Passado o periodo de incubagdo, os tubos inoculados foram
submetidos aos reagentes reveladores, os quais auxiliaram na obtencdo dos resultados,

descritos abaixo.
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Nos tubos com os meios para as bactérias fixadoras de nitrogénio foram
adicionados em uma aliquota 0,5 mL o reagente de Nessler para observar a presenca de NHa4",
sendo observado coloracdo amarelada a esverdeada, em caso positivo.

Para os tubos com os meios para nitrificantes e desnitrificantes, adicionou-se o
reagente de Griess-llosvay. A presenca de uma coloracdo vermelha indicava a presenga de
nitrito, sendo o teste positivo para nitrificantes. Se a coloragdo continuasse transparente
adicionava-se uma pitada de zinco, para revelar ou ndo a presenca de nitrito. Afirmando se
ocorreu de fato o processo total de nitrificacio (MARIN et al., 2012).

Os tubos positivos foram estriados nos meios dos quais foram retirados para o
isolamento e identificacdo das bactérias fixadoras de nitrogénio, nitrificantes e desnitrifcantes

3.1.3.3.3 Fungos

Para a quantificacdo dos fungos, foi empregado o método Contagem Padrdo em
Placas (CPP) fazendo uso da técnica spread plate, onde aliquota de 100uL das respectivas
diluicBes foram adicionadas em placas de Petri contendo o meio solidificado de Agar
Dextrose Batata (ADB) (HIMEDIA), acrescido de 10,0 pL/mL de ampicilina e solugdo de
1,8% de &cido tartarico. Posteriormente, as placas foram incubadas a 28°C por até 7 dias.

Passado o periodo de incubacdo, as placas que apresentaram valores de contagens
entre 25 e 250 coldnias foram contadas. Placas que ndo apresentaram valores de contagens no
intervalo citado foram estimadas. Para o calculo da CPP utilizou-se a expressdo: UFC
(Unidade Formadora de Col6nia) x o inverso do fator de diluicdo x fator de correcéo (10)
(DOWNES; ITO, 2001).

3.1.3.4 Selecédo e Isolamento dos micro-organismos

Para o isolamento das BHC e das bactérias pertencentes ao ciclo do nitrogénio foi
levado em consideragdo o tamanho e a coloragdo das colbnias crescidas sob as placas
guantificadas. Para as bactérias suspeitas de pertencerem ao grupo das Aeromonas sp. foram
isoladas colbnias pequenas e amareladas crescidas sob 0 meio agar GSP.

Foram isoladas 10 coldnias de cada meio de cultura utilizado na quantificagdo dos
distintos grupos bacterianos em cada coleta realizada. Essas colénias foram acondicionadas
em tubos contendo os respectivos meios dos quais foram isolados.

Os fungos foram isolados a partir das placas de ADB, sendo analisadas as
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seguintes caracteristicas: tamanho, textura, coloracdo e presenca de exsudatos. Os isolados
fangicos foram mantidos em microtubos contendo o meio ADB acrescido de uma solugdo de

1,8% de acido tartarico.

3.1.4 Identificagéo dos isolados microbianos

3.1.4.1 ldentificacdo morfotintorial das bactérias

A anélise da morfologia e da estrutura da parede celular das bactérias isoladas foi
realizada pela técnica de coloracdo de Gram, segundo Tortora, Funke e Case (2012). Através
dessa coloracdo as bactérias foram classificadas em dois grupos, Gram positivas e Gram
negativas, de acordo com a reacdo das paredes celulares aos corantes empregados. As cepas
bacterianas foram renovadas no meio Agar Triptona-Soja (TSA) e incubadas a 35°C por 24h.

Passado esse periodo, foram submetidos a coloragdo morfotintorial de Gram.

3.1.4.2 ldentificacdo bioquimica das bactérias

As cepas bacterianas isoladas dos meios PCA e AGSP foram submetidas a testes
bioquimicos seguindo metodologia do Manual de Bergey (STALEY et al., 2005). Dentre as
provas que foram empregadas, podem ser citadas as seguintes: oxidase; catalase; fermentacao
de glicose, lactose e sacarose, fazendo uso do Agar TSI; resisténcia ao fator vibriostatico

0/129; citrato, producdo de indol e gas sulfidrico; motilidade, entre outros.

3.1.4.3 ldentificacdo genética

3.1.4.3.1 Extragdo do DNA total

A identificacdo genética foi realizada das cepas pertencentes as bactérias
heterotrdficas utilizadas para compor o consorcio que iniciard o biofilme, sendo sua selecdo
baseada nos melhores resultados nos testes enzimaticos e formagdo de biofilme. Foram
identificadas também as bactérias pertencentes ao grupo das nitrificantes.

As cepas bacterianas oriundas das bactérias heterotroficas cultivaveis totais
(BHC) e do grupo das nitrificantes foram renovadas em &gar TSA e em &gar BHI,

respectivamente. Posteriormente, as cepas foram crescidas em tubos de ensaio contendo 5 mL
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de caldo Luria-Bertani (LB-DIFCO) por 48h a 35°C. Passado esse periodo, foi retirada uma
aliquota de 2 mL e transferida para microtubos para realizacdo da extracdo do DNA total. Para
isso, foi utilizado o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Foi verificada a eficiéncia da extracdo do DNA total por eletroforese em gel de
agarose 1%. Para isso, um mix foi preparado com a adi¢do de 2 pL do corante Blue Juice, 1
uL do GelRed™ (500x) e 5 pL da amostra de DNA extraido. Posteriormente, cada mix,
contendo as amostras, foi colocada nos po¢os do gel de agarose submetido a corrida a 120
V/cm? por 45min. O tampéo utilizado foi Tris-EDTA (Tris-HCI 45 mM; EDTA 1 Mm, pH
7,8). Apos a corrida, o gel foi fotodocumentado no sistema EDAS 120 (Kodak).

3.1.4.3.2 Amplificacdo e sequenciamento parcial do gene 16S

Apos a extracdo do DNA total, a regido V6 e V8 do gene 16S das bactérias foi
amplificado por meio da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), utilizando os
oligonucleotideos iniciadores (primers) universais 1401L (5’-CGG TGGT GTA CAA GGC
CC-3”) ¢ 968U (5’-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3’) descritos por Pereira et al. (2011) e
Zhang e Fang (2001). Para a realiza¢do da PCR, foi preparado um mix com volume final de
12,5uL, e com o auxilio do termociclador AmpliTherm modelo TX96 as reacGes foram
efetivadas. Na Tabela 2 estdo descritos os reagentes utilizados para 0 mix bem como as

condicdes de termociclagem.



Tabela 2 - Reagentes utilizados na formacdo do mix para cada amostra e condicdes de

termociclagem.

Composicdo do mix )
_ _ Condic0es de
Reagente Concentracao Concentragao termociclagem
estoque final na amostra
Tampdo 10x 5x 0,4 x 94°C/2 min.
MgCl> 25 mM 0,4 mM
dNTP 4 mM 0,032 mM .
30 ciclos:
Primer L1401 10 mM 0,08 mM 94°C/ 1 min.: 52°C/1 min:
Primer U968 10 mM 0,08 mM 290G/ 2 min.
Taq polimerase 5UpL? 0,04 U
DNA amostra * * 72°C/ 8 min.
Agua ultrapura g.s.p 25 uL g.s.p 25 UL

Fonte: Elaborada pela autora.
(*) concentracdo ndo padronizada
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Ao fim do processo de amplificacdo, aliquota de 5uL do produto da PCR foi

adicionado a 3 pL do mix (2 pL do corante Blue Juice mais 1 pL do GelRed™) e aplicados
em gel de agarose 1% nas mesmas condi¢Oes de corrida citado anteriormente. Amostra de
DNA da cepa Vibrio parahaemolyticus IOC 18950 pertencente da bacterioteca do laboratério
foi utilizada como padrao para a reacdo, além disso, foi o utilizado o marcador molecular de
1kb ladder (Sigma®). O registro foi feito usando o fotodocumentador digital (Kodak®
EDAS290).

Os produtos obtidos da PCR foram sequenciados por ciclagem pelo método de
Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) , com a utilizacdo do Bigdye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), conforme recomendacdes do fabricante. Os
produtos da reacdo do sequenciamento foram purificados por precipitagdo em
isopropanol/etanol liquidos em um sequenciador automatico capilar ABI PRISM 3500
(Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias previamente publicadas no
banco de dados GenBank do National Center for Biotechnology Information utilizando o

programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997).
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3.1.4.4 Caracterizagao dos isolados fungicos

A partir dos isolados fungicos, um inoculo foi retirado e estriado em placas de
ADB, sendo incubadas a 28°C por 5 a 8 dias. Passado esse periodo, uma al¢ada da col6nia de
fungo crescida na placa foi colocada sobre uma Iamina de vidro, a qual foi corada com adigéo
de uma gota de Lactofenol — Azul de Algoddo (BBL — NewProv). Uma laminula foi posta
sobre o esfregaco corado, sendo selada sobre a lamina com o auxilio de um esmalte incolor.

A analise morfoldgica e das estruturas reprodutoras foi realizada com o auxilio de
um microscopio, fazendo uso da metodologia empregada no Maédulo VII da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004). Para identificacdo a titulo de género dos fungos foi
consultado o Atlas Micologia (TOME; MARQUES, 2016).

3.1.5 Caracterizagdo das cepas iniciadoras do perifiton

3.1.5.1 Caracterizacao fenotipica das cepas bacterianas produtoras de biofilme

A caracterizagdo dos grupos bacterianos capazes de formar biofilme foi realizada

de acordo com as seguintes metodologias:

3.1.5.1.1 Teste do Vermelho Congo

Para o teste do agar vermelho congo (AVC), as cepas bacterianas foram
inoculadas na superficie das placas com o meio, o qual foi preparado com 0,8g do corante
vermelho congo (SIGMA) para 1L de Agar infusdo cérebro e coracdo (Brain Heart Infusion
Agar- Agar BHI Difco) com adicdo de 36 g de sacarose, sendo incubadas a 35°C por 24h,
seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 48h. As cepas foram consideradas
produtoras de biofilme (ou de exopolissacarideos) quando colonias com coloragéo preta foram
visualizadas sob a placa de AVC, enquanto as cepas ndo produtoras permanecem sem
pigmentacdo (FIGURA 2). Esse teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Freeman, Falkiner e Keane (1989), com algumas modificagdes. Uma cepa de Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 27853) foi utilizada no teste como controle positivo.
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Figura 2 - Imagem da placa de AVC apds periodo de incubacéo.

Fonte: elaborado pela autora.
A) Produtora de EPS e B) Néo produtora.

3.1.5.1.2 Teste de aderéncia ao vidro

Para a realizacdo do teste de aderéncia ao vidro foi aplicado o protocolo descrito
por Christensen et al. (1985) com algumas modificacdes.

As estirpes bacterianas foram crescidas em TSA por 24h a 35°C. Apo6s o periodo
de incubacéo, as cepas foram inoculadas em tubos contendo 3,0 mL de Caldo Triptona de
Soja (TSB) (Difco) e incubadas por 48h a 35°C. Passado esse periodo, o contetdo dos tubos
foi descartado, e a superficie interna lavada trés vezes com agua destilada. Posteriormente,
adicionou-se 3,0 mL de safranina 1% nos tubos secos durante 1 minuto, sendo o contelido
removido com agua destilada, e os tubos colocados para secar invertidos durante 30 minutos.
O teste foi realizado em triplicata sendo considerado como positivo quando se observou a

formacéo de biofilme nas paredes dos tubos de ensaio (FIGURA 3).

Figura 3 - Imagem dos tubos apés o teste de aderéncia.

Fonte: elaborado pela autora.
A) resultado positivo; B) resultado negativo
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3.1.5.1.3 Teste de aderéncia em microplacas de poliestireno (TMC)

O teste de aderéncia em microplacas de poliestireno (TMC) foi realizado seguindo
protocolo descrito por Christensen et al. (1985) com modificaces.

As estirpes bacterianas foram crescidas em TSA por 24h a 35°C. Apds o
periodo de incubacgdo, as cepas foram inoculadas em tubos contendo 3,0 mL de Caldo
Triptona de Soja (TSB) (Difco) e incubadas por 48h a 35°C. Posteriormente, 200uL da
suspensdo bacteriana crescida no caldo foram inoculadas em microplacas de poliestireno
estéreis com 96 pocos com fundo “u” em triplicata. Foram incubadas a 35° por 48h sem
agitacdo, e apds isso, os indculos foram removidos e os pogos lavados com 200uL de &dgua
destilada esteéril trés vezes e secos em estufa a 60° por 1h.

Apds a secagem dos pocos, foram adicionados 200uL de uma solucéo de cristal
violeta 1% por 1 minuto. Lavagens sucessivas foram realizadas com &gua destilada e em
seguida a placa foi colocada para secar a temperatura ambiente.

A obtencdo do resultado foi obtida através da observacdo visual dos pocos apos a
secagem, onde foi possivel observar a presenca ou auséncia de coloracdo roxa. No caso as
estirpes que apresentavam a capacidade de formar biofilme, foram evidenciadas pela
aderéncia e coloragdo roxa no pogo (FIGURA 4).

Figura 4- Resultado do teste de aderéncia em microplacas.
AR D 2 R 2%

o

Fonte: elaborada pela autora.
A) Coloracéo roxa e agregados na parede do pogo apresenta resultado
positivo; B) Pogo sem coloracdo e sem agregados na parede é
considerado negativo.
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3.1.5.2 Deteccdo da atividade enzimatica das bactérias isoladas do perifiton espontéaneo

Os isolados bacterianos do biofilme perifitico crescido espontaneamente nas
estruturas submersas durante o cultivo dos juvenis de tilapia do Nilo foram submetidos aos
testes da expressdo da atividade das exoenzimas: proteases (caseinase, gelatinase e elastase),
fosfolipase, lipase, celulase, amilase. Além disso, foi realizada a avaliacdo da producdo de
acido lactico no meio de cultura Man, Rogosa e Sharpe (MRS), e verificacdo da producdo de
B hemolise em sangue de carneiro e de peixe (tilapia).

As bactérias isoladas foram inoculadas em placas contendo os respectivos meios
de cultura especificos para a verificacdo da producdo das exoenzimas.

3.1.5.2.1 Caseinase

A deteccdo da atividade proteolitica foi realizada de acordo com recomendacgoes
de Rodrigues et al. (1993), com algumas modificacbes. As culturas bacterianas foram
inoculadas em placas contendo agar nutriente suplementado com 5% de leite em pé desnatado.
Passado o periodo de incubagdo (35°C por até 5 dias), foi visualizada a formacéo de um halo
translucido, indicando a positividade do teste (FIGURA 5A).

3.1.5.2.2 Gelatinase

Para a deteccdo da producdo de gelatinase, as culturas bacterianas, previamente
crescidas em TSA (35°24h), foram inoculadas em placas contendo meio &gar TSA acrescida
de 0,5% de gelatina, seguindo incubacdo a 35°C por até 7 dias. Como resultado positivo
houve a formacdo de um halo translicido ao redor das colénias, sendo utilizada a solugéo
saturada de sulfato de amonio como revelador (FIGURA 5B) (RODRIGUES et al., 1993).

3.1.5.2.3 Elastase

No teste de producdo de elastase, as cepas foram inoculadas em placas
constituidas por uma camada de 15,0 mL composto por caldo nutriente e agar Noble (Difco),
sendo adicionado 5,0 mL de cobertura constituido de 0,3% de elastina. A positividade do teste
foi observada pelo surgimento de um halo transparente ao redor da colénia, apds o periodo de
24h até 48h por 35°C (FIGURA 5C) (RUST; MESSING; IGLEWSKI, 1994).
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3.1.5.2.4 Fosfolipase

A producdo da fosfolipase foi detectada inoculando-se as cepas nas placas
contendo TSA acrescido de 1% de emulsdo de gema de ovo. A presenca de um halo
opalescente ao redor dos indculos, ap6s o periodo de incubagdo (35°C por 24 h), indicou a
positividade do teste, com producdo das respectivas enzimas (FIGURA 5D), sendo realizado

de acordo com Liu, Lee e Chen (1996) com algumas modificacdes.

3.1.5.25 Lipase

A producdo da lipase foi detectada inoculando-se as cepas nas placas contendo
TSA acrescido de 1% de Tween 80. A presenca de um halo opalescente ao redor dos indculos,
apos o periodo de incubacdo (35°C por 24 h), indicou a positividade do teste, com producéo
da enzima (FIGURA 5E) (LIU; LEE; CHEN, 1996).

3.1.5.2.6 Celulase

A determinacdo da producéo da celulase seguiu protocolo descrito por Teather e
Wood (1982) com modificacGes. As estirpes bacterianas foram inoculadas em placas contendo
0 meio agar carboximetilcelulose (CMC), com incubacdo a 35°C por 24h até 48h. Esse meio
foi constituido por 3,27g de meio mineral (DIFCO Bushnell-Haas Broth) acrescido de 1% p/v
de carboximetilcelulose mais 15g de Agar-agar para cada 1L de meio. Passado o periodo de
incubacdo, adicionou-se solucdo de vermelho congo 1% nas placas, a qual apresentando
atividade da enzima celulase observou-se a formacao de halo ao redor da col6nia (FIGURA
5F).

3.1.5.2.7 Amilase

Para determinacdo da producdo de amilase, as estirpes bacterianas foram
inoculadas em placas contendo agar nutriente (AN- Difco) acrescido de 0,1% de amido
soltvel, com incubacéo a 35°C por 24 a 48 h. Passado esse periodo, adicionou-se lugol 1%
nas placas, a qual apresentando atividade da enzima amilase observou-se um halo transparente
ao redor da coldnia (FIGURA 5G) (RODRIGUES et al., 1993).
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3.1.5.2.8 Avaliacdo da producdo de &cido lactico (MRS)

A avaliacdo da producédo de &cido lactico pelas estirpes bacterianas isoladas das
BHC foi realizada por meio da inoculacdo das cepas em placas de Petri contendo 0 meio Agar
Man, Rogosa e Sharpe (MRS, DIFCO), sendo incubado a 35°C por 24 a 48h. Apls esse
periodo observou-se ou ndo o crescimento da colénia no meio (FIGURA 5H) (JATOBA et al.,
2011).

3.1.5.2.9 pB-hemolise

A atividade da PB-hemolise foi verificada utilizando o meio base Agar sangue
acrescido de 5% de sangue de carneiro, a qual foi inoculada com até 4 cepas, sendo incubadas
a 35°C por 24 h. Passado esse periodo, o surgimento de um halo transparente ao redor do
indculo caracterizou a produgdo da p-hemélise (FIGURA 51) (FURNISS; LEE; DONOVAN,
1979). Foi verificada também a producdo ou ndo de B-hemolise utilizando sangue de tilapia
em algumas cepas (FIGURA 5)J).

Figura 5 - Resultados positivos dos testes enzimaticos representados pela formagéo de halos
ao redor das colonias bacterianas.

.,

Fonte: elaborada pela autora.

(A) halo transparente ao redor do indculo indicando a hidrélise da caseina; (B) hidrélise da gelatina; (C)
expressao da elastase; (D) halo opalescente indicativo da expressao da fosfolipase; (E) expressao da lipase;
(F) halo amarelado em torno da col6nia indicando a expressdo da celulase; (G) expressdao da amilase; (H)
crescimento do indculo sob 0 meio MRS indicando a positividade na producdo de &cido lactico; (1) halo
caracteristico da atividade de f hemdlise em sangue de carneiro; (J) p hemdlise em sangue de peixe.
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3.2  Delineamento experimental 2: Selecdo, formacdo e aplicacdo dos consércios
bacterianos para formacao de perifiton em ambiente de cultivo de juvenis de tilapia do
Nilo.

3.2.1 Critérios para a selecdo dos isolados bacterianos para compor consorcio iniciador

do perifiton no teste in vivo

3.2.1.1 Bactérias heterotréficas cultivaveis

A selecdo das cepas de BHCs foi baseada nos melhores resultados do teste de
formacéo de biofilme, testes enzimaticos e teste de antagonismo in vitro entre as cepas. Além
desses foram realizados testes complementares para determinar se os isolados de BHC, além
de serem formadores de perifiton, tinham efeito probidtico para ser testado via ragéo.

Inicialmente, as cepas pré-selecionadas através da atividade enzimética e
formacdo de biofilme, foram testadas a capacidade de inibicdo dos patogenos Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Edwardsiella tarda ATCC 15947, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Streptococcus sp. oriunda da bacterioteca do LAMAP, reconhecidas por causar
patogenia em tilapias.

A prova de inibicdo a patdgenos in vitro foi realizado através do teste de
antagonismo. Para isso, um inéculo central com as bactérias patogénicas foi feito na placa
com agar TSA, e estrias perpendiculares a ela foram feitas com as cepas testes. O resultado do
antagonismo foi observado apo6s incubacdo das placas em estufa a 35°C por 24h, sendo
considerado efeito antagbnico a inibicdo do crescimento da estria feita com as bactérias
consideradas patogénicas as tilapias.

As cepas que apresentaram maior numero de inibicdo aos patégenos, e
principalmente a A. hydrophila, foram testadas a eficiéncia do crescimento em pH 5 e 9,
seguindo recomendacdes de Cai et al. (1999) com modificacdes. Para isso, as bactérias foram
renovadas em agar TSA e depois inoculadas em caldo LB com pH de 5 e de 9, sendo
incubadas a 35°C por 24h. Passado esse periodo, foi observado como resultado positivo a
turvacdo do meio.

Em relagéo a temperatura, o crescimento das bactérias foi avaliado a 25°C e 40°C.
As cepas foram inoculadas em caldo LB e colocadas sob essas duas temperaturas, e apos 24h
foi visualizado o resultado através da turvacao ou ndo do meio.

ApOs esses testes, as bactérias foram avaliadas em relacdo ao efeito antagbnico
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entre elas usando a técnica de estrias cruzadas, a fim de construir o consorcio microbiano para
ser aplicado para formacéo do biofilme domesticado e para suplementagéo via racéo.

A susceptibilidade a antimicrobianos foi realizada apenas das cepas escolhidas
para o consorcio. A metodologia utilizada seguiu as recomendac6es do Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010), fazendo uso dos antimicrobianos Cloranfenicol 30 pg
(CLO), Tetraciclina 30 pg (TET), Eritromicina 15 pg (ERI) e Florfenicol 30 pg (FLF). As
cepas foram renovadas em agar TSA (35°C/24h), e apds incubacdo, um indculo foi retirado e
adicionado em 9 mL de salina 0,85%. Depois da homogeneizagdo, foi feito o ajuste do
indculo com o auxilio de um espectrofotdmetro a fim de deixar a absorbancia entre 0,08 a
0,100 nm, equivalendo a 1,5x10® UFC/mL. Com o indculo ajustado foi feito um tapete com
swab em placas de agar Muller-Hinton. Posteriormente, foram colocados os antimicrobianos
sob as placas, em seguida foram incubadas em estufa a 35°C por 24h. Passado esse periodo,
foi feita a mensuragdo dos halos de inibicdo com o auxilio de um paquimetro digital, e os
resultados foram classificados de acordo com as recomendagdes do CLSI (2010).

As cepas probidticas selecionadas das BHC foram adicionadas na racdo, por
aspersdo. Para isso, as cepas selecionadas foram renovadas em TSA (24h a 35°C),
posteriormente foi feito ajuste de cada cepa em salina 0,85%, a fim de atingir a concentracao
celular igual a 1,5x108 UFC/mL. Foi utilizada a proporcdo de 100 mL de salina ajustada para
cada 1Kg de racdo. Fazendo uso de aliquotas de igual volume para cada cepa utilizada no
consorcio. Apds o processo de aspersao, a racao era colocada para secagem e posteriormente
era feita a suplementacdo de 2% de Gleo vegetal. A racdo foi armazenada em recipiente

fechados, sendo preparada quinzenalmente, a cada biometria realizada.

3.1.1.2 Bactérias nitrificantes

A selecdo das cepas nitrificantes foi baseada nos resultados do teste de formacao
de biofilme, testes enziméticos e teste de antagonismo in vitro entre as cepas. Para isso, foi
feita a escolha de um representante de cada grupo bacteriano identificado que apresentaram o0s
melhores resultados.

O teste de antagonismo in vitro entre as cepas selecionadas foi realizado atraveés
da técnica de estrias cruzadas (Cross streak) (YOSHIDA et al., 2009), com adaptacOes. Esse
teste é realizado com o intutito de investigar se existe a possibilidade de utilizar diferentes
cepas na formacgédo de um consércio microbiano. Para isso, as cepas foram renovadas em agar

TSA (35°C por 24h). Uma estria central, contendo o inoculo da cepa testada, foi feita em
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placas de agar TSA. Posteriormente, as demais bactérias em teste foram inoculadas
perpendiculares a primeira estria, mantendo uma distancia de 0,5 cm. Foram feitas no maximo
5 estrias perpendiculares por placa. Apos 24h do periodo de incubacdo a 35°C, foi observado
o resultado. A atividade antagdnica entre as bactérias foi verificada através da inibicdo ou ndo

do crescimento da estria central feita com os demais inéculos.

3.1.2 Formacéo do perifiton domesticado (bactérias iniciadoras do perifiton)

As bactérias selecionadas para serem as iniciadoras do perifiton (ou para serem
adicionadas no sistema de cultivo) foram renovadas em TSA a 35°C por 24h. Apds esse
periodo foram repassadas, individualmente, para salina 0,85% e ajustadas a Escala de
MacFarland 0,5, fazendo uso de espectrofotdmetro na faixa de absorbancia de 625 nm, a fim
de obter culturas no intervalo entre 0,08 a 0,100 nm (concentragdo de 1,5x10® UFC/mL).
Posteriormente, aliquotas de 1,0 mL de salina ajustada foi retirada e adicionada a tubos tipo
falcons contendo caldo TSB. Um pedaco de substrato artificial (PVC) nas dimensdes de 3x6
cm foi adicionado a esse sistema, sendo incubado a 35°C por 48h. Ao todo foram utilizados
para cada lado do substrato duas placas (3x6 cm) contendo as bactérias iniciadoras.

Posteriormente, esse pedaco de substrato foi levado e colocado sobre os substratos
submersos no cultivo dos juvenis de tilapia, a fim de favorecer o crescimento do biofilme
domesticado sobre toda a estrutura do substrato artificial.

O substrato para crescimento do perifiton, no caso as placas de pvc de 3x6 cm, foi
lavado com detergente livre de fdsforo, secos e esterilizado com UV, para posterior uso,
seguindo recomendagdes de Khatoon et al. (2007).

3.1.3 Aplicacéo dos consdrcios bacterianos no ambiente de cultivo

O experimento in vivo foi realizado na Estagé@o de Piscicultura do departamento de
Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici, Fortaleza, Ceara.

O trabalho foi realizado em 5 grupos experimentais, como pode ser visto na
Tabela 3, com delineamento inteiramente casualizado, fazendo uso de 4 repeti¢cGes para cada
tratamento, totalizando 20 tanques experimentais. Para desenvolvimento do perifiton foram
utilizados como substrato artificial placas de PVC cobrindo 135% da area do espelho de agua.

Juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com peso corporal inicial de

aproximadamente 1,0 g foram adquiridos com um produtor local, os quais foram estocados
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em caixas de polietileno de 250 L em uma densidade de 24 peixes/m3. Os peixes foram
alimentados 4 vezes ao dia nos horarios de 8:00, 11:00, 14:00 e 16:00hrs com uma ragéo
comercial para peixes. A taxa de arracoamento inicial foi de 10% do peso corporal total,

sendo ajustada de acordo com o aumento de peso dos peixes.

Tabela 3 - Delineamento experimental do teste in vivo do cultivo de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) em sistema com perifiton espontaneo, domesticado e cultivo
sem perifiton.

Tratamentos Descricéo Repeticoes
T1 Cultivo de tilapia sem biofilme perifitico, sem 4
estrutura de PVC.
T2 Cultivo de tildpia com biofilme crescido 4
espontaneamente em substrato submerso.
T3 Semente de bactérias iniciadora do perifiton com 4

potencial probidtico (mix Bacillus sp.) crescido em
substrato submerso.

T4 Semente de bactérias iniciadoras do perifiton com 4
potencial biorremediador de compostos nitrogenados
crescido em substrato submerso.

T5 Cultivo de tildpia com uso de ragdo adicionada de 4
bactérias probidticas (mix Bacillus sp.); sem substrato.
Total de caixas de 250 L 20

Fonte: elaborada pela autora.

Foi realizado o acompanhamento semanal, as 9:00hs, dos seguintes parametros de
qualidade de dgua empregando as seguintes metodologias: Nitrogénio amoniacal total (NAT)
(método do indofenol); Nitrito (método de Griess-llosva); Nitrato (método da coluna redutora
de cédmio) e fdésforo reativo (método azul de molibdénio). Ja as varidveis de oxigénio
dissolvido (medidor de oxigénio marca e modelo), pH e temperatura (medidor de pH KL-009
com sonda de temperatura integrada) foram mensurados semanalmente, duas vezes ao dia
(9:00 e 16:00hrs). Quinzenalmente foi realizada a analise da alcalinidade total (método
titulométrico com solugdo padrdo de H2SO4) e dureza total (método titulométrico com solucéo
padrdo de EDTA). As analises foram realizadas de acordo com Clesceri, Greenberg e Eaton
(1998) e S& (2012).

Biometrias quinzenais foram realizadas para avaliagdo do desempenho
zootécnico, e ajuste da racao.

O presente projeto foi aceito pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC), protocolo n® 94/2017. Estando de acordo com
0s preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de
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2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA) e foi adotado pelo colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

3.2 Anélise hematoldgica dos peixes

Ao fim do periodo experimental foi feita a selecdo de forma aleatdria de 6 peixes
de cada tratamento empregado. Esses animais passaram por um jejum de 24 horas. Passado
esse periodo foram capturados de forma répida e cuidadosa para ndo causar estresse, €
passaram por um banho anestésico com solugdo eugenol na concentragdo de 100 mg L%, a
qual foi preparada a partir de uma solugdo estoque constituida por 1 mL do anestésico diluido
em 10 mL de etanol absoluto PA (99,9%) (DELBON; RANZANI PAIVA, 2012). As normas
para a colheita do sangue e eutanasia dos peixes foram realizadas de acordo com as
recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA),
seguindo as Diretrizes de Pratica de Eutandsia do CONCEA (2013).

Foi feita a colheita do sangue por meio da puncdo caudal, fazendo uso de agulhas
hipodérmicas banhadas com solucdo de Na;EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético) a 10%
(RANZANI PAIVA et al., 2013). O sangue foi homogeneizado e transferido para microtubos
de polipropileno contendo a mesma solugdo anticoagulante para posterior analise dos
parametros hematoldgicos.

Extensbes sanguineas foram confeccionadas em laminas de vidro limpas e
desengorduradas. A partir da deposicdo de uma gota de sangue livre de anticoagulante na
lamina, um esfregaco foi feito com uma ldmina guia formando um é&ngulo de 45°.
Posteriormente, as extenses confeccionadas passaram pelo processo de coloracdo, utilizando
o kit Pandtico rapido LB (Laborclin), para realizacdo da contagem diferencial das células
sanguineas por microscopia.

A determinacdo do eritograma consistiu na contagem dos eritrécitos (108 uL™),
determinagdo do hematdcrito (%), taxa de hemoglobina (g dL) e dos indices hematimétricos
\Volume corpuscular médio (VCM- fL), Hemoglobina corpuscular média (HCM- pg) e
Concentragio de hemoglobina corpuscular média (CHCM- g dL™Y).

O hematocrito foi realizado logo apds a colheita do sangue, preenchendo 2/3 de
um microcapilar heparinizado com sangue devidamente homogeneizado tendo uma das
extremidades vedada com parafina. Em seguida, foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min.

Ap0s o processo, foi feita a leitura do resultado com o auxilio de uma régua especifica, sendo
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0 resultado expresso em percentagem (%) de células vermelhas em relagcdo ao sangue total
(RANZANI-PAIVA et al., 2013).

A contagem de eritrocitos seguiu a metodologia do hemacitémetro (RANZANI-
PAIVA et al., 2013), sendo realizada a partir da diluicdo de 10uL de sangue em 2 mL da
solucdo de formol citrato. A contagem foi feita em cdmara de Neubaeur através de um
microscopio no aumento de 400x. O resultado foi obtido por meio da seguinte formula:

NO de eritrocitos (células x 10° uLt) = n° de glébulos contados x 200 x 10 x 5 @)

A dosagem da taxa de hemoglobina foi determinada por espectrofotometria de
acordo com o método cianometahemoglobina descrito por Colllier (1944), com modificacdes.
Uma aliquota de 10pL do sangue foi diluida em 2mL da solucdo Drabkin (DINAMICA), e
posteriormente foi feita a leitura no espectrofotdmetro (marca e modelo) na absorbancia de
540nm, usando a solucao de Drabkin como branco.

Taxa de Hemoglobina (g dL?) = Absorbancia da amostra x Fator de correcéo (8)

Os indices hematimétricos foram determinados apés a obtencdo da contagem total
dos eritrécitos, dosagem da taxa de hemoglobina e hematdcrito. As seguintes formulas foram

aplicadas:

VCM (fL) = (Ht x 10 / n° de eritrocitos) x 10 9)

Onde:
VCM: Volume corpuscular médio
Ht: hematdcrito (%)

HCM (pg) = (Hb x 10) / nritrdcitos (10)
Onde:

HCM: Hemoglobina corpuscular média

Hb: taxa de hemoglobina (g dL ™)

CHCM (g dL™) = (Hb x 100)/ Ht (11)
Onde:
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CHCM: Concentragdo da hemoglobina corpuscular média

A obtencdo da proteina plasmatica foi realizada através da diluicdo de 20uL do
plasma sanguineo, apds centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min, em 1mL do reagente Biureto
(DINAMICA). Posteriormente, foi feita a leitura no espectrofotémetro (marca e modelo) na

absorbancia de 545nm.

PPT (g dL!) = Absorbancia da amostra x Fator de corre¢io (12)

O leucograma foi determinado através da contagem total e diferencial das células
leucocitarias a partir da metodologia indireta (HRUBEC; SMITH, 1998; PEREIRA et al.,
2015). Nesse método, as extensdes sanguineas foram coradas pela coloracdo pandtica
(LABORCLIN) e em seguida foi feita a contagem de 2000 células (englobando eritrocitos,
leucdcitos e trombdcitos) e dentre estas se registram quantos leucécitos apareceram. Para a
obtencdo do namero total de células leucocitarias foi aplicada a Férmula (7), considerando os

eritrocitos contados na camara de Neubaeur.

Leucdcitos (células x 10* uL™?) = (n° de leucdcitos x n° de eritrdcitos)/2000 (13)

A contagem diferencial dos leucdcitos, de acordo com Ranzani-Paiva (2013)
consiste em determinar a proporcdo existente entre as distintas variedades de leucdcitos:
neutrdfilos, eosinofilos, basofilos, célula granulocitica especial, linfocitos, mondcitos e outros
elementos da série leucocitéria. Para isso, foi realizada a contagem das laminas através de
microscopia, fazendo uso da objetiva de imersdo (100x), inicialmente, para classificar, no
minimo 200 leucdcitos. Posteriormente, com a objetiva no aumento de 400x, percorre-se todo
0 corpo da extensdo em movimento de “zig-zag”, anotando-se 0 numero de cada célula

aparecia. Os valores de cada variedade de célula leucocitaria foram obtidos em percentual.

3.3 Desafio in vivo

Ao final do segundo periodo experimental foi realizado um teste desafio dos
peixes por exposicao ao patoégeno Aeromonas hydrophila ATCC 7966, reconhecido por causar
enfermidades nas tilapias. Seis peixes de cada tratamento foram infectados com 0,1 mL de

indculo bacteriano, na concentragdo de 1,5x108 UFC/mL, por meio de uma injecdo
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intraperitoneal. Durante 96 horas os peixes foram monitorados em relagdo a mortalidade e

aparecimento de sinais clinicos.

3.4 Analise Estatistica

Os resultados de qualidade de &gua, desempenho zootécnico e parametros
hematoldgicos foram analisados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA)
para experimentos inteiramente casualizados. Quando houve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os tratamentos, as suas médias foram comparadas duas a duas,
utilizando teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%. As analises estatisticas
foram realizadas com o auxilio dos softwares BioStat (5.0) e Excel 2010 (Microsoft Corp.®).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Delineamento experimental 1: cultivo e analise da microbiota do perifiton

formado naturalmente em ambiente de cultivo de tilapia do Nilo

4.1.1 Qualidade de agua

Os valores de temperatura e de pH da &gua de cultivo foram similares entre os
tratamentos empregados, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05), sendo em média igual
a 27,5°C e 8,1, respectivamente, como pode ser observado na Tabela 4. Os valores estdo

dentro do intervalo aceitavel para o crescimento das tilapias (EL-SHERIF; EL-FEKY, 2009 a,

b).

Tabela 4 - Variaveis de qualidade de agua do cultivo de juvenis de tilapia
do Nilo na presenca e auséncia de substrato para desenvolvimento de
biofilme perifitico espontaneo.

Substrato para crescimento de Perifiton

Variavel p valor
Ausente Presente
Temperatura (°C) 27401 27,7+0,3 0,09
pH 8,1+ 0,07 82+0,2 0,65
Alcalinidade Total
(mg L™ eq. CaCOs) 159,1 + 4,7 1652+95 0,185
Dureza Total
1
(mg L™ eq. CaCO3) 1854+55a 1712+95b <0,01
Oxigénio dissolvido
(mg L) 9,86+ 0,4 b 10,9+0,7 a <0,01
NAT
1
(mg L) 4005 + 0,084 a 1,20+ 0,35 b <001
Nitrito
-1
(mg L) 0,0002 £0,0001  0,0002 + 0,00001 0,892
Nitrato
(mg L) 1,358+0,18 a 0,003 + 0,0002 b <0,01
Ortofosfato
(mg L) 0,694 + 0,0001 0,689 + 0,005 0,749

Fonte: elaborada pela autora.

Para cada variavel, letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05); Auséncia de letras falta de significancia

estatistica (ns:p>0,05).
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A alcalinidade total ndo variou entre os tratamentos empregados, apresentando
concentragles superiores a 150 mg L eq. CaCOs, valores esses superiores a faixa de
recomendagdo para os cultivos que é 20-120 mg L eq. CaCOs (BOYD, 2003). Viveiros de
aquicultura com alcalinidade elevada mantém estavel o pH durante todo o dia, ndo havendo
oscilagdes (MERCANTE et al., 2011), evitando que ocorra algum estresse aos organismos
cultivados. Em concordancia com o presente estudo, Asaduzzaman et al. (2009a) encontraram
alcalinidade acima de 140 mg L™ eq. CaCOs no cultivo de tilapia na presenca de perifiton.

A concentracdo de dureza total apresentou diferenca significativa (p<0,01) entre
0s tratamentos empregados, a dgua dos tanques que ndo receberam substrato artificial para
crescimento de biofilme apresentou maior dureza sendo igual a 185,4 mg L eq. CaCOs. No
entanto, ambos os tratamentos apresentaram valores superiores a faixa de referéncia para
aquicultura compreendida entre 60 - 150 mg L't CaCOs (SA, 2012). Contrario ao presente
estudo, Duque et al. (2012) ndo encontraram diferencas entre a dureza total da agua nos
tanques com substrato e sem substrato no cultivo de tilapia.

A concentracdo de oxigénio dissolvido foi significativamente maior (p<0,01) nos
tanques onde se tinha a presenca do perifiton, apresentando valores superiores a 10 mg L*
durante o periodo do dia. Enquanto as concentra¢fes de oxigénio dissolvido na agua de
cultivo dos tanques sem substratos submersos foram iguais a 9,86 mg L. Esses elevados
valores de oxigénio durante o dia, em ambos os tratamentos, podem sofrer quedas no periodo
noturno e ao amanhecer (SA, 2012), podendo causar estresses as tilapias cultivadas. No
entanto, na presente pesquisa nao foi realizada analise nictimeral para tal afirmacao.

Cavalcante et al. (2017b) observaram maior variagdo nictimeral das concentragdes
do oxigénio da &gua dos tanques controle (dguas verdes) e Perifiton do que nos tratamentos
com Bioflocos e Biofiton (integracdo bioflocos mais perifiton), ao cultivarem juvenis de
tilapia. Encontraram valores menores que 6 mg L™, as 23:00hrs, e maiores que 16 mg L7,
15:00hrs, nos tanques do Controle e Perifiton. Enquanto nos tanques com Bioflocos e
Biofiton, as concetragdes permaneceram em torno de 8 mg L*, durante todo o periodo
experimental. E isso foi devido a continua aeracdo mecénica empregada nesses tratamentos.
Richard et al. (2010) encontraram valores de oxigénio iguais a 6,1 a 10,9 mg L™ durante
cultivo do peixe Liza aurata na presenca de substrato de PVC para desenvolvimento de
perifiton. Corroborando com a presente pesquisa, Azim et al. (2003b) constataram que a
inclusdo de substrato submerso nos tanques de cultivo de organismos aquaticos aumentou 0s
niveis de oxigénio dissolvido. J& Duque et al. (2012) ao realizar o policultivo de O. niloticus e

Prochilodus magdalenae na presenca de perifiton ndo encontraram efeito significativo sobre a
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concentracdo de oxigénio nos tanques de cultivo.

Os valores médios de nitrogénio amoniacal total (NAT) e de nitrato na auséncia de
perifiton (4,005 e 1,358 mg L) foi significativamente (p<0,01) maiores que na presenca
(1,20 e 0,003 mg L), enquanto a concentragdo de nitrito ndo variou significativamente na
agua de cultivo independente do tratamento empregado. Viau et al. (2013) também
observaram diminuicdo significativa da concentracdo de amonia e nitrito no cultivo do
camardo Farfantepenaeus brasiliensis quando empregou o tratamento com biofilme perifitico
mais alimento artificial.

A presenca de biofilme perifitico na agua de cultivo auxilia na remocdo dos
compostos nitrogenados por causa da presenca dos grupos de bactérias nitrificantes e
heterotroficas fixas aos substratos, e comunidade algal (THOMPSON; ABREU,;
WASIELESKY, 2002; EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006; ANAND et al., 2013b).
Esses micro-organismos, além de serem responsaveis pela mineralizagdo, incorporam esses
nutrientes na biomassa, aumentam a quantidade de alimento natural nos viveiros.

Diversos autores relatam a importancia da adicdo de substratos nos viveiros, a fim
de estimular o crescimento de bactérias nitrificantes (THOMPSON; ABREU; WASIELESKY,
2002; SUANTIKA et al., 2012; FURTADO; POERSCH; WASIELESKY, 2015). Uma vez que
0s substratos ao serem adicionados nos tanques, ficam posicionados na coluna de dgua onde o
oxigénio dissolvido é mais disponivel, acelerando o processo da nitrificagdo (MILSTEIN;
PERETZ; HARPAZ, 2009; ASADUZZAMAN et al., 2008).

N&o se observou diferenca significativa na concentracdo de ortofosfato na agua entre
os tratamentos empregados. Os valores registrados foram maiores que 0,6 mg L%,
concentragdo maior que a maxima aceitavel para aquicultura que é de 0,2 mg L (BOYD;
TUCKER, 1998). A presenca do perifiton nos tanques de cultivo nao foi efetivo para remocéo
de fosforo reativo, uma vez que ndo reduziu as concentracGes desse composto da agua. As
concentracOes elevadas de ortofosfato levaram as altas de oxigénio dissolvido, uma vez que
cargas elevadas desse composto ocasiona aumento da densidade algal (EGNA; BOYD, 1997),
a qual é a principal responsavel pela producdo desse gas durante o periodo do dia, e deplecdo
do mesmo durante a noite. Corroborando com a presente pesquisa, Cavalcante et al. (2011)
ndo constataram diminuicdo de fosfato na agua de tanques de juvenis de tilapia do Nilo
quando cultivadas na presenca de substratos submersos (garrafas platicas) para
desenvolvimento do perifiton. Enquanto Thompson, Abreu e Wasielesky (2002) constataram
reducdo de 33% desse composto na &gua de cultivo do camardo Farfantepenaeus paulensis

quando o biofilme perifitico esteve presente.
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4.1.2 Acompanhamento semanal das variaveis de qualidade de 4gua

A concentracdo de oxigénio dissolvido apresentou um padrdo estavel nos tanques
para os dois tratamentos empregados, sempre acima de 4,0 mg L™ (FIGURA 6). Entretanto, na
oitava semana, a concentracdo de oxigénio na &gua dos tanques com adicdo de substrato
apresentou um maior valor, sendo igual a 10,9 mg L. Essa concentragéo elevada de oxigénio
na adgua é devido a presenca do fitoplancton tanto na coluna de agua como fixa ao substrato,
auxiliando na incorporacdo desse gas na agua durante o dia. Viau et al. (2016) também
detectaram elevada concentracéo de oxigénio dissolvido (7,8 a 9,6 mg L) quando empregou
0 tratamento com adicdo de substrato artificial no cultivo do camardo de agua doce

Neocaridina heteropoda heteropoda.

Figura 6 - Concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo das
semanas de cultivo dos juvenis de tilapia do Nilo.
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Fonte: elaborada pela autora.

A concentracdo de amoénia (FIGURA 7) no decorrer das semanas de cultivo

apresentou dois picos maximos nos tanques com perifiton, segunda e sétima semanas.
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Figura 7 - Concentracdo de nitrogénio amoniacal total (NAT) ao
longo das semanas de cultivo dos juvenis de tilapia do Nilo.
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Fonte: elaborada pela autora.

Na Tabela 7 (PAGINA 74), pode-se observar que na primeira coleta do perifiton,
houve uma quantidade consideravel de bactérias nitrificantes, as quais sdo responsaveis pela
reducdo de NAT a partir da segunda semana. Passado esse periodo, pode-se observar um
padrdo estavel na concentracdo desse composto, ndo sendo detectadas grandes oscilacdes. No
entanto, na sétima semana houve um pico com concentragio de 1,35 mg L™, o qual pode ser
explicado pelo menor valor do Numero Mais Provavel (NMP) para as bactérias nitrificantes.
Na Ultima semana pode-se observar uma queda na concentracdo de NAT coincidindo com o
aumento do NMP das nitrificantes.

Nos tanques sem perifiton houve um padrdo de aumento de NAT a partir da quarta
semana, alcancando valores maximos na pentltima semana, sendo igual a 3,95 mg L.

A presenca de substrato nos tanques de cultivo de tilapia proporcionou menores
concentracdes de nitrogénio amoniacal total (NAT) e uma maior estabilidade desse composto,
uma vez que ndo houve grandes varia¢des. Ao contrario do que ocorreu com 0s tanques sem
substrato artificial, onde os valores de NAT iniciaram baixos, mas no decorrer dos dias de
cultivo, onde se tem cada vez mais a entrada de matéria organica por meio da oferta de racao,
houve incremento desse composto na agua.

A concentracdo de nitrito (FIGURA 8) nos tanques com perifiton alcangou valor
maximo na primeira semana, seguido de uma diminuicdo acentuada. Essa queda coincidiu
com a diminuigdo da concentracdo de NAT (FIGURA 7), demonstrando a acdo das bactérias
nitrificantes. Nos tanques sem substrato, a concentragdo de nitrito ndo variou, mantendo-se

estavel a partir da terceira semana até o fim do cultivo. Os elevados valores de nitrito nos
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tanques de cultivo com perifiton demonstram a presenca e a continua atividade dos grupos

nitrificantes no biofilme.

Figura 8 - Concentracdo de nitrito ao longo das semanas
de cultivo dos juvenis de tilapia.
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A concentracdo de nitrato na agua dos tanques com perifiton (FIGURA 9)

apresentaram baixos valores em comparacdo com a agua do tratamento sem substrato.

Sustentando a ideia de que o processo de nitrificacdo foi realizado completamente, havendo a

transformacdo da amonia para nitrito, por meio do grupo das Nitrossomonas, e nitrito para
nitrato, pelas Nitrobacter (SINHA; ANNACHHATRE, 2007).

Figura 9 - Concentracdo de nitrato ao longo das semanas de
cultivo dos juvenis de tilapia do Nilo.
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No caso dos tanques com perifiton, pode ter ocorrido o consumo de nitrato pela
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comunidade fitoplanctonica presente na coluna de agua e aderidas ao substrato (PEREZ-
GARCIA et al., 2011), e transformacdo bacteriana, convertendo nitrato em nitrogénio
molecular. Pelo menos duas vias de transformacdo bacteriana do nitrato sdo possiveis,
ocorrendo por anaerobiose através da desnitrificacdo (ESTEVES, 1998), ou por meio da
nitrificacdo heterotréfica associada a desnitrificacdo aerdbia simultaneamente (VELUSAMY,;
KRISHNANI, 2013; FAN et al., 2015), realizada por alguns grupos bacterianos heterotréficos.
Esses micro-organismos transformam simultaneamente aménia em nitrato, e nitrato em
nitrogénio molecular de forma aerobia. I1sso é a explicacdo para as baixas concentracdes de
nitrato na 4gua durante o periodo experimental.

A concentracdo de fosforo nos tanques com substrato artificial manteve-se estavel
durante seis semanas de cultivo, apresentando um pico na sétima semana com posterior queda
na Ultima semana. Ja nos tanques sem substrato, pode-se observar uma diminui¢do na quarta
semana, com posterior aumento e estabilidade até o final do cultivo, como pode ser observado
na Figura 10.

Figura 10 - Concentracdo de fosforo reativo ao longo das
semanas de cultivo dos juvenis de tilapia do Nilo.
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Fonte: elaborado pela autora.

Na presente pesquisa a principal fonte de fosforo foi o alimento artificial ofertado
aos peixes. De acordo com Lazzari e Baldisserotto (2008) os peixes incorporam apenas 20%
de fosforo da ragdo e convertem em biomassa, e cerca de 69 a 86% € excretado na agua.
Anand et al. (2013b) afirmaram que as algas perifiticas presentes nos substratos utilizam o
fosfato, fazendo com que haja diminuicdo desse nutriente na coluna de agua. No entanto, ndo

foi possivel observar isso na presente pesquisa
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4.1.3 Desempenho zootécnico

A adicdo de substrato artificial, utilizado como indutor do desenvolvimento de
biofilme perifitico, nos tanques de cultivo de juvenis de tilapia do Nilo influenciou

positivamente o crescimento dos peixes, como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5 - Desempenho zootécnico dos juvenis de tilapia do
Nilo cultivados na presenca e auséncia de biofilme

perifitico.
Variavel E 1l p valor
Ausente Presente
Sobrevivéncia 97 +7,47 97 £ 7,474 0,995
(%)
Peso corporal 0,89+0,18 1,2+0,37 0,126
inicial (g)
Peso corporal  15,74+209b 38,48 +2,49a° <0,01
final (g)
Comprimento 9,76+0,29b 10,37+£0,32 a <0,05
final (cm)
TCE
(% dia ) 49+036b 553+0,35a <0,01
Produtividade 6,28 +0,83 b 1539+ 0,99 a <0,01
(g m*dia?)
*FCA 132£0,16b  0,80+005a <001
STEP 1,74£019b  2,86+0,20a <001
indice de
Uniformidade 75,04 £ 10,27 71,22 £7,04 0,767
(%)

Fonte: elaborada pela autora.

1Taxa de crescimento especifico (TCE) = [(Ln peso final - Ln peso
inicial)/dias de cultivo] x 100; 2 Fator de conversdo alimentar
aparente(FCA) = racdo ofertada (g)/ganho em peso corporal (g); * Taxa de
eficiéncia proteica (TEP) = ganho em peso (g)/proteina consumida (g);
4Para cada variavel, letras diferentes na mesma linha indicam que ha
diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05);
SAuséncia de letras representa falta de significancia estatistica (ns:p>0,05).

A sobrevivéncia dos peixes ndo foi afetada pelos tratamentos empregados, nao
havendo diferenca significativa entre os mesmos (p>0,05), 0s quais apresentaram resultados
superiores a 90%. Resultado semelhante foi observado por Asaduzzman et al. (2009Db),

enquanto Uddin et al. (2009) encontraram valores inferiores, com taxa de sobrevivéncia de
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76% em cultivo de tilapia, com adigdo de substratos mais oferta de alimento artificial.

Os juvenis de tilapia foram adicionados aos tanques com peso corporal inicial, em
média, igual a 1,0 g (p>0,05). Ao final do periodo experimental, as tilapias cultivadas na
presenca de perifiton apresentaram peso corporal final maior que os juvenis cultivados sem
perifiton (p<0,01). Resultados semelhantes também foram encontrados nos trabalhos de Sakr
et al. (2015) e Uddin et al. (2007). Esse efeito positivo do perifiton sobre o peso final dos
peixes demonstra que a matéria organica particulada (bactéria fixadas, microalgas,
protozoarios, etc) aderida ao substrato contribuiu para o crescimento dos organismos
confinados (ARNOLD et al. 2006), sendo considerado uma fonte suplementar de alimento
natural (UDDIN et al., 2009).

Os valores de TCE e de TEP foram maiores nas tilapias confinadas nos tanques
com a presenca de perifiton, enquanto o FCA foi menor, havendo diferenca significativa
(p<0,01) entre os tratamentos. A adi¢do de substrato aos tanques influencia diretamente o
desempenho e a eficiéncia da converséo dos nutrientes (SAKR et al. 2015), havendo maior
aproveitamento alimentar refletindo diretamente no desempenho dos peixes. Os micro-
organismos presentes nos tanques de cultivo convertem o nitrogénio inorganico presente na
agua e disponibilizam aos peixes na forma de proteina microbiana, aumentando a conversao
proteica de 20-25% para 45%. Alguns estudos sugerem que a ingestdo do perifiton aumenta a
atividade de enzimas intestinais, suplementando maior quantidade de proteina disponivel para
os peixes (MRIDULA et al., 2005).

A ideia da reducdo da oferta de racdo em sistemas de cultivo com adicdo de
substrato indutor de perifiton foi comprovada na presente pesquisa, uma vez que valores de
FCA menores que 1 foram obtidos aliados a taxas de cescimento acima da média no
experimento controle.

Na analise de produtividade, uma das varidaveis de maior interesse para 0S
aquicultores, foi significativamente (p<0,01) maior nos tanques com perifiton. Mostrando a
eficiéncia da adicdo de substratos aos tanques, os quais fornecem fonte extra de alimento para
0s peixes. Uddin et al. (2009) obtiveram melhores resultados de produtividade gquando
aliaram oferta de alimento artificial mais presenca de substrato no cultivo de tilapia.
Alcancaram uma produtividade 59% maior em relacdo a produtividade dos demais
tratamentos, os quais ndo adicionaram substratos para crescimento de perifiton.

N&o foi observada diferenca significativa (p>0,05) para o indice de uniformidade
dos peixes entre os tratamentos empregados, o qual apresentou valores acima de 70%. Isso

comprova que a adi¢do das placas de pvc nédo influenciou de forma negativa o desempenho
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zootécnico das tilapias, ao contrario, beneficiou provavelmente a redugdo da competicdo entre
o0s animais por alimento (MARQUES et al., 2003), contribuindo para o crescimento uniforme.

As tilapias apresentaram comprimento maior quando cultivadas na presenca de
perifiton, sendo significativamente diferente (p<0,05) do tratamento sem perifiton. Entdo, a
presenca de alimento natural extra nos tanques proporcionou maior ganho em peso e em
comprimento das til&pias. Milstein, Peretz e Harpaz (2009) concluiram que a aquicultura
baseada em perifiton é uma tecnologia apropriada para a reducdo de custos, permitindo uma

producdo economicamente vidvel de tilapia organica.

4.1.4 Acompanhamento do plancton presente no Perifiton

Na Tabela 6 estdo os principais géneros e/ou espécies de fitoplancton e
zooplancton identificadas no perifiton durante as coletas. Foi possivel identificar 4 grupos
pertencentes ao fitoplancton (Chlorophyceae, Cyanophycea, Euglenophyceae e

Bacillariophyceae) e ao zooplancton (Protozoa, Rotifera, Gastrotricha e Crustacea).



72

Tabela 6 - Identificacdo qualitativa das principais familias e
respectivas espécies de plancton identificadas no perifiton presente
no cultivo de juvenis de tilapia do Nilo.

Periodos de coletas

Fitoplancton 1a 2 32 42

Chlorophyceae

Coelastrum proboscideum X

Coelastrum sp. X

Chlorococcales X X X

Chlorella sp.

Desmodesmus sempervirens

Desmodesmus sp.

Golenkinia radiata

Scenedesmus dimorphus

Scenedesmus sp.

Coelastrum reticulatum X

Oedeogonium sp X X

Cyanophycea

Leptolyngbya sp. X X

Nostoc sp.

Phormidium sp. X X

Calothrix sp. X

Oscillatoria sp. X

Euglenophyceae

Euglena sp X

Bacillariophyceae

Chaetoceros sp X

Navicula sp X

Zooplancton

Protozoa

Coleps sp

Ciliado ndo identificado

Flagelado néo identificado

Heliozoério ndo identificado

Vorticella sp

Rotifera

Philodina sp X X

Brachionus sp X X

Gastrotricha

Gastrotriquio néo identificado X

Crustacea

Copepdde ndo identificado X
Fonte: elaborada pela autora.

X X X X
X X X X

x
x

x
x

x

X X X X X
x

Corroborando com os resultados encontrados, Asaduzzaman et al. (2009a)
identificaram 4 grupos de fitoplancton (Chlorophyceae, Cyanophyceae, Euglenophyceae e
Bacillariophyceae) presentes no perifiton durante o cultivo de tilapia do Nilo na presenca de
substrato. Enquanto o zooplancton, esses autores encontraram apenas 2 grupos (Rotifera e
Crustacea). Sakr et al. (2015) identificaram 5 familias pertencentes ao fitoplancton, desse total
apenas 1 grupo foi diferente do presente trabalho que foi Dinophyceae. Pandey, Laxmi e
Kumar (2014) avaliando a formagdo de biofilme em diferentes substratos encontraram a
dominancia de apenas dois grupos de fitoplancton, Bacillariophyceae e Chlorophyceae.

Foi possivel observar sucessdo de algumas espécies de plancton ao longo das
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coletas. Na 12 coleta, a qual ocorreu 10 dias ap6s o inicio do cultivo, ndo foi identificada a
presenca da familia Euglenophyceae, a qual s6 apareceu na 22 coleta, ja os representantes da
familia Bacillariophyceae passaram a ocorrer na terceira e quarta coleta. Pode-se observar a
importancia do grupo das cloroficeas e cianoficeas na colonizacgéo inicial do perifiton, uma
vez que foram os primeiros grupos a se instalarem no substrato.

No zooplancton a familia Gastrotricha sé apareceu na 12 coleta, e Crustacea na
Gltima. A diferenciacdo do plancton no perifiton ao longo do cultivo pode ser explicada pela
sucessdo que pode ocorrer por diferentes fatores, seja abidtico ou bidtico (CAVATI;
FERNANDES, 2008). De acordo com Zorzal-Almeida e Fernandes (2014) a predagdo dos
peixes na comunidade perifitica causa diminuicdo na densidade total e alteracdo na
composicao e renovacdo da comunidade.

De acordo com Monroy-Dosta et al. (2013) a identificacdo dos principais
grupos de microalgas, ciliados e rotiferos ao longo do periodo experimental permite
reconhecer a contribuicdo dos mesmos como fonte de alimento natural para dieta de peixes e
camaroes.

Na Figura 11 tem-se o acompanhamento do perifiton formado espontaneamente
sobre o substrato artificial adicionado nos tanques do cultivo de tilapia do Nilo durante as 8

semanas de cultivo, através de registro fotografico.

Figura 11 - Acompanhamento visual do perifiton formado espontaneamente durante
as 8 semanas de cultivo dos juvenis de tilapia do Nilo.

Fonte: elaborada pela autora.

A imagem microscopica de alguns micro-organismos identificados no perifiton

espontaneo encontra-se na Figura 12.
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Figura 12 - Imagens de microscopia optica do perifiton espontaneo e alguns

Fonte: elaborada pela autora.
(A) imagem do perifiton; (B) Rotifero (Brachionus sp); (C) Scenedesmus sp.; (D) Coelastrum sp. (E)
Odeogonium sp. (F) Golenkina radiata (G) (H) Copep6de.

4.1.5 Quantificacdo dos grupos microbianos do perifiton espontaneo

Na Tabela 7 tém-se os resultados da quantificacdo pela técnica de contagem
padrdo em placas dos principais grupos bacterianos estudados. Pode-se observar uma
quantidade expressiva de unidades formadoras de coldnias para o grupo das bactérias
heterotroficas cultivaveis (BHC) no periodo inicial de cultivo (425,0x10° UFC mL™).

Tabela 7 - Quantificacdo dos grupos de bactérias heterotréficas cultivaveis totais (BHC),
Aeromonas spp, fixadoras de nitrogénio, nitrificantes, desnitrificantes e de fungos presentes no
perifiton oriundo do cultivo de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Grupos Unidade " - Coletas o e
BHC UFC mL* 425,0x10° 88,0x103 250,0x10%st 800,0x103
Aeromonas sp. UFC mL* 9,5x10° 60 est 35 est <10 est
Fungos UFC mL* 420,0 135,0x10° 2,5x10° 1,3x10°
Fixadoras de N2 NMP mL? 11 240 <1,8 <1,8
Nitrificantes NMP mL? 13,0x102 79.0 38.0 470,0
Desnitrificantes NMP mL? <1,8 <18 <1,8 <1,8

Fonte: elaborado pela autora.

Ocorrendo uma diminuigio na segunda coleta (88,0x10° UFC mL™1), voltando a
aumentar na terceira e Gltima coleta, sendo igual a 250,0x103st e 800,0x103 UFC mL™,
respectivamente. Esse incremento de BHC ao longo do cultivo é um aspecto importante e
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relevante para o cultivo de tilapia, uma vez que esse grupo bacteriano possui rapido
crescimento, sendo uma importante fonte de nutrientes para espécies omnivoras (MCGRAW,
2002). De acordo com Asaduzzman et al., (2009a) a carga elevada de BHC leva ao aumento
da decomposicdo da matéria organica, contribuindo para a liberacdo de nutrientes inorganicos
que estimulam o desenvolvimento bacteriano. Com isso, pode-se observar um efeito positivo
na qualidade de &gua do cultivo, além de fonte extra de alimento proteico para 0s organismos
cultivados. Esses mesmos autores quantificaram valores de BHC igual a 3,06x10" UFC/g.
Anand et al. (2013b) detectaram aumento gradual da concentracdo de BHC no perifiton ao
longo do periodo experimental.

A quantificagdo do grupo das Aeromonas declinou com o passar dos dias de
cultivo (TABELA 7) apresentando valor inicial de 9,5x10%e <10 est UFC mL? no (ltimo
periodo de coleta. A diminuicdo desse grupo bacteriano no biofilme € vantajosa para o cultivo
de tildpias, uma vez que essas bactérias sdo reconhecidas por abrigarem diversas espécies
potencialmente virulentas (HU et al., 2012), causadoras de diversos quadros infecciosos. A
presenca de biofilme perifitico em ambientes de cultivo reduz a ocorréncia de patégenos
(THOMPSON; ABREU; WASIELESKY, 2002), sendo comprovado na presente pesquisa.

A presenca de fungos no perfiton aumentou até a segunda coleta, alcan¢ando valor de
135,0x10°UFC mL* (TABELA 7). Apds esse periodo as contagens foram diminuindo até o
fim do cultivo, sendo igual a 1,3x10° UFC mL™ (TABELA 7). De acordo com Tant et al.
(2015), os fungos aquéaticos sdo importantes no processamento da matéria organica,
influenciando na via de transformacéo e conversao de fragdes da matéria organica particulada
em dissolvida. Anand et al. (2014a) observaram incremento de fungos no biofloco durante
cultivo do camardo Penaeus monodon, onde a contagem inicial foi igual a 1,33x102 UFC/mL
e a final foi 526,67x10> UFC/mL. Uma das explicacbes provavéis para a diminuicio de
fungos no perifiton pode ser a diminui¢do de oxigénio no biofilme, uma vez que esse grupo
microbiano tem exigéncia por elevados teores de oxigénio. Diferente no cultivo com bioflocos
que se tem aeracdo continua por 24h.

Pode-se observar uma diminuicéo, ao longo dos dias de cultivo, da concentragao
de bactérias nitrificantes, em contraste da BHC. As bactérias heterotroficas apresentam taxas
de crescimento e producdo de biomassa bacteriana 10 vezes mais do que aquelas do grupo das
bactérias nitrificantes (FURTADO; POERSCH; WASIELESKY, 2015). Esse padrdo de
competicdo no ambiente faz com que as BHCs estejam em maior abundancia e, portanto,
sejam dominantes no microambiente tanto no consumo de nutrientes como na ocupacao de

espacos. Dessa forma, a adi¢do de substrato para desenvolvimento de perifiton estimula o
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crescimento das bactérias nitrificantes por disponibilizar uma maior area e matéria orgénica
fixa. A importancia da adi¢do de substratos nos viveiros, a fim de estimular o crescimento de
bactérias nitrificantes ja foi afirmada por diversos autores (ASADUZZAMAN et al., 2010;
FURTADO; POERSCH; WASIELESKY, 2015).

As bactérias fixadoras de nitrogénio apresentaram maiores valores na primeira e
segunda coleta. A atividade dessas bactérias contribuiu para o incremento dos niveis de
amonia na agua dos tanques de cultivo.

O grupo das bactérias nitrificantes, responsaveis pela oxidacdo da amoénia em
nitrito, e posteriormente nitrito a nitrato (PEREIRA; MERCANTE, 2005) apresentou um
elevado valor na primeira coleta, sendo igual a 13,0 x 102 NMP/mL, diminuindo na 22 e 3?
coletas, voltando a aumentar no ultimo periodo de amostragem para 470 NMP/mL.
Observando a figura 7, o aumento da biomassa de nitrificantes inicial (12 coleta) coincidiu
com a diminuicdo da concentracdo desse composto na gua no mesmo periodo. Esse resultado
€ um indicativo da presenca dos dois principais grupos responsaveis pelo processo da
nitrificacdo, Nitrossomonas e Nitrobacter, ou pela acdo de bactérias nitrificantes
heterotroficas presentes no biofilme.

Os valores de NMP para as bactérias desnitrificantes foram constantes, sendo <1,8
NMP/mL durante todo o periodo de cultivo (TABELA 7). Uma vez que esse grupo bacteriano
transforma nitrito ou nitrato em nitrogénio molecular na auséncia de oxigénio, pode-se
afirmar que a estrutura do biofilme perifitico apresentou-se bem oxigenada, o que dificultou o
crescimento mais evidente desse grupo.

A partir do isolamento e caracterizagdo dos micro-organismos presentes no
perifiton, pode-se observar a contribuicdo que o mesmo exerce na alimentacdo dos peixes

cultivados, servindo como fonte de alimento natural.

4.1.6 Identificacdo dos grupos bacterianos do perifiton espontaneo

No grafico 1 estdo dispostos os percentuais dos principais grupos bacterianos

identificados a partir de isolamentos dos meios de cultivo para BHCs.



77

Gréafico 1 - Percentual de grupos bacterianos isolados do perifiton formado
espontaneamente na superficie dos substratos submersos durante cultivo de
tilapia do Nilo.
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Fonte: elaborado pela autora.

No total, 76 estirpes foram isoladas, sendo que 21 mostraram caracteristicas de
estarem no estado de “viaveis mas nao cultivaveis” (VBNC- Viable But Nonculturable), e por
isso ndo foram identificadas fenotipicamente.

De acordo com Oliver (2005), no estado de VBNC, as bactérias ndo sdo capazes
de crescer nos meios de cultura bacteriol6gicos rotineiramente utilizados, no entanto, a
atividade metabdlica permanece ativa, mesmo que em baixos niveis. E de acordo com esse
mesmo autor, as bactérias entram nesse estado em resposta a algum fator de estresse natural,
como exposicdo a diferentes faixas de temperatura ou de oxigénio considerado ideal ao
crescimento.

As Bactérias Heterotrofica Cultivaveis foram agrupadas em trés filos,
Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria, sendo identificado as seguintes linhagens
bacterianas: Bacillus sp., Pseudomonas sp., Corynebacterium, Aeromonas, Burkolderia sp.,
Serratia, Staphylococcus sp., Shigella, Acinetobacter, Filo Proteobacteria, Filo Firmicutes e a
espécie Enterococcus faecalis.

O género Bacillus foi o grupo que teve um maior percentual de isolamento
representando 40% do total, seguido por Pseudomonas sp. (13%), Corynebacterium,
Aeromonas e o Filo Proteobacteria com 9%, e Burkholderia sp. apresentou 5%. Enquanto,
Serratia e Staphylococcus representaram 4%. Os grupos com menor percentual foram
Shigella, Acinetobacter, Enterococcus faecalis e o Filo Firmicutes com 2% cada.

Semelhante ao encontrado na presente pesquisa, Shilta et al. (2016) observaram
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dominancia do género Bacillus seguido por Pseudomonas e Micrococcus no perifiton durante
0 cultivo da espécie de peixe Etroplus suratensis (Bloch, 1790), independente do tipo de
substrato utilizado (artificial ou natural). Ja Silva et al. (2016) encontraram maior
predominancia no biofilme do género Pseudomonas sp. acompanhado por Bacillus sp. e
Micrococcus ao fim do cultivo de juvenis de tilapia do Nilo.

Enquanto Diringer et al. (2010) ao cultivar a espécie de camardo Litopenaeus
vannamei na presenca de substrato submerso para o desenvolvimento do biofilme,
encontraram uma composicdo da microbiota diferenciada, onde o perifiton espontaneo foi
composto por bactérias pertencentes ao género Vibrio (41%), apresentando o maior percentual
de isolamento, seguido por Shewanella (16%), Staphylococcus (10%), Pseudomonas (5%),
Bacillus (3%), Enterococcus (3%) e outros com menor percentual de isolamento.

Yu et al. (2016) encontraram maior abundancia do Filo Proteobacteria no
substrato artificial durante cultivo da carpa capim a medida que aumentou a relagdo C:N da
agua, no entanto a proporcao do Filo Firmicutes e Nitrospirae diminuiu.

Essa diferenciacdo na microbiota do perifiton no cultivo de peixe e de camardo
pode ser explicada pela especificidade da microbiota nos ambientes. A microbiota de um
ambiente aquatico salino seré diferente de um ambiente aquético dulcicola ainda mais quando
ndo é uma agua natural (WONG; RAWLS, 2012). A agua utilizada no cultivo de tilapias em
nossa pesquisa foi originaria do sistema de abastecimento publico, tendo sido submetida a
processos para reducdo da carga microbiana.

O percentual de representatividade das cepas isoladas ao longo do cultivo (por

coleta) das BHCs pode ser visualizado no Grafico 2.
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Gréafico 2 - Percentual dos grupos bacterianos de BHC isolados do perifiton
espontaneo ao longo do tempo do cultivo de til&pias.
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Fonte: elaborado pela autora.

A primeira coleta apresentou uma maior diversidade de grupos bacterianos,
apresentando predominancia de alguns em detrimento de outros, como foi 0 caso da
Aeromonas que apresentou uma frequéncia de isolamento de 27%, seguida pelas
Pseudomonas sp. com 20%, Corynebacterium e Filo Proteobacteria com 13%. Enquanto
Bacillus sp., Burkholderia sp., Shigella e o Filo Firmicutes representaram 7%.

Alguns autores sugerem que a diversidade bacteriana durante a formacéo inicial
do biofilme é mais elevada tendendo a diminuir & medida que o biofilme progride como
resultado dos efeitos combinados de disponibilidade de nicho e competi¢do (JACKSON;
CHURCHILL; RODEN, 2001).

Na segunda e terceira coleta houve uma diminuicdo na abundancia dos grupos
bacterianos, tendo uma predominancia de Bacillus sp. com mais de 60%, acompanhado da
presenca de Corynebacterium nos dois periodos. Staphylococcus e Serratia foram encontradas
na segunda coleta, enquanto a espécie Enterococcus faecalis esteve presente somente na
terceira coleta.

Durante a formacdo do biofilme pode haver mudancas dos grupos funcionais
bacterianos crescidos no substrato, havendo diminuicdo de grupos estabelecidos inicialmente,
seja pela disponibilidade ou escassez de um determinado nutriente, além disso, segundo
Jackson, Churchill e Roden (2001) as populagdes bacterianas podem simplificar-se quando

competidores superiores passam a dominar.
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Na ultima coleta houve um reestabelecimento do numero de linhagens
bacterianas, observando uma maior abundancia do género Pseudomonas acompanhado pelo
Filo Proteobacteria. Nesse periodo foi encontrado o grupo Acinetobacter.

De acordo com Jackson, Churchill e Roden (2001) a medida que o biofilme
amadurece, 0 nimero de microhabitats podem aumentar (por exemplo, a partir da formacao
de bolsas anaerdbicas dentro do biofilme), apoiando um maior nimero de populacBes
bacterianas, as quais passam a utilizar recursos diferentes e habitar em diferentes regides.

O género Aeromonas é formado por diversas espécies potencialmente patogénicas
para animais aquaticos e terrestres, bem como para os seres humanos. Podem causar grandes
perdas econdmicas quando se instalam em cultivos de organismos aquéaticos (HU et al.,
2012).

Staphylococcus, E. faecalis e Corynebacterium sdo bactérias Gram positivas
presentes naturalmente na microbiota humana (KAUSHAL; GUPTA; VAN HOEK, 2016;
RIBOLDI et al., 2009). Sdo patogenos oportunistas, apresentando algumas espécies com
potencial de causar enfermidades em humanos imunocomprometidos e em peixes (AUSTIN;
AUSTIN, 2007; CARVALHO; BELEM-COSTA, PORTO, 2015; BIAVASCO et al., 2007).
A espécie E. faecalis, no entanto, esta sendo utilizada como probi6tico em cultivos de peixes
(ALLAMEH et al., 2015; RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 2009).

O género Bacillus foi encontrado em todos os periodos de coleta, estando presente
no perifiton desde o inicio até o fim do cultivo dos peixes. Isso pode ser explicado pela
capacidade que esse grupo tem de se adaptar a condi¢cBes ambientais adversas, por causa da
constituicdo da parede celular e da capacidade em formar enddsporo (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2002; NAYAK, 2010). E um dos grupos bacterianos mais utilizados
como probidticos na aquicultura, agindo como promotores de crescimento atraves da melhoria
do desempenho zootécnico, com producdo de enzimas extracelulares, como celulases,
proteases e amilases que desempenham importancia nutricional para diversas espécies
cultivadas, além da producdo de diferentes substancias imunoestimulantes e antimicrobianas,
com efeito inibitério a diversos patdgenos causadores de enfermidades na aquicultura (ALY;
MOHAMED; JOHN, 2008; DUTTA; GOSH, 2015; MUKHERJEE et al., 2016;
NAKANDAKARE et al., 2013; DHANALAKSHMI; RAMASUBRAMANIAN, 2017).

Pode-se observar que quando o género Bacillus esteve em maior abundancia néo
foi possivel observar a presenca de Aeromonas, grupo composto por diversas espécies
patogénicas aos peixes, podendo inferir sobre a possivel capacidade de inibicdo dos Bacillus

sobre esse grupo. Diversas espécies desse género possuem capacidade de producdo de
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diferentes  bacteriocinas (SCHULZ; BONELLI; BATISTA, 2005), substancias
antimicrobianas que inibem o crescimento de bactérias patogénicas.

Monroy-Dosta et al. (2013), observaram que o0 incremento de bactérias
heterotroficas no biofloco durante cultivo de tilapia possivelmente impediram a proliferacéo
dos géneros patogénicos Aeromonas e Vibrio.

A presenga de Acinetobacter no ultimo periodo de coleta, ou seja, ja no fim do
cultivo, pode estar relacionada com o maior teor de nutrientes na agua, uma vez que foi
demonstrado que a presenca desse grupo em biofilmes esta relacionada a abundéancia e
disponibilidade de substratos ricos em fontes de carbono, os quais favorecem seu crescimento.
Esse grupo bacteriano também foi encontrado em maior abundancia no biofilme do que na
agua de cultivo de juvenis de carpa capim (YU et al., 2016).

As linhagens Shigella e Serratia pertencem a familia Enterobacteriaceae. Estdo
distribuidas em diversos nichos ambientais e podem ser isoladas da mucosa ou do contetdo
intestinal de peixes, ocorrendo de forma transitéria nesses organismos aquéaticos, ndo
causando infeccBes verdadeiras (GAUTHIER, 2015). No entanto, merece atengdo a presenca
desse grupo no perifiton por incluirem varios géneros com potencial zoonético (LOWRY,;
SMITH, 2007), o qual pode ocasionar enfermidades aos humanos que consumirem o peixe
que ndo for processado corretamente.

Ja foi constatado em diversos estudos que a presenca de perifiton durante o
cultivo de peixes e camardes incrementa a taxa de crescimento e atividade das enzimas
digestivas, além da melhoria do sistema imune e efeito probiético (ANAND et al., 2013a;
KUMAR et al., 2015; YU et al., 2016).

Os complexos microbianos crescidos no substrato funcionam como suplemento
dietético para os organismos aquatico. Por isso a importancia do melhor entendimento e
caracterizacdo da estrutura da comunidade microbiana nos substratos, a fim de determinar que
bactérias podem ser utilizadas como possiveis candidatas a probioticos em cultivos de tilapia.
Uma vez que foi identificada no perifiton espontaneo a presenca de alguns grupos bacterianos
gue podem trazer enfermidades aos peixes cultivados.

As bactérias identificadas na presente pesquisa estdo distribuidas em dois filos,
Proteobacteria e Actinobacteria. O filo Proteobacteria teve o maior nimero de representantes,
ocorrendo nas classes Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria.

Essas classes do filo Proteobacteria abrigam diversas espécies bacterianas
responsaveis pelos processos de nitrificagdo e desnitrificacdo (OLIVEIRA et al., 2006).

Os principais grupos bacterianos identificados do meio utilizado para isolamento
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das nitrificantes estdo representados no gréfico 3, sendo identificadas as seguintes linhagens:
Thauera phenylacetica, Rhizobium rosettiformans, Buttiauxella agrestis, Pseudomonas sp.,
Brevundimonas sp., Burkholderia sp., Hydrogenophaga sp., Enterobacter sp., Familia

Enterobacteriaceae e a ordem Rhizobiales.

Gréfico 3 - Percentual de grupos bacterianos isolados do meio de cultura seletivo
para nitrificantes.
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Fonte: elaborado pela autora.

As bactérias mais abundantes foram pertencentes ao género Pseudomonas sp.
predominando em 45% dos isolados, seguido pela espécie Thauera phenylacetica com 14%.
Os géneros Hydrogenophaga sp. € Enterobacter sp. representaram 6% cada, assim como a
familia Enterobacteriaceae e a ordem Rhizobiales. Ja Brevibacterium sp. foi encontrada em
5% dos isolados. E as linhagens menos representativas com 3% foram: Rhizobium
rosettiformans, Buttiauxella agrestis, Brevundimonas sp. e Burkholderia sp.

No Grafico 4 estdo ilustrados os percentuais de representatividade das cepas

isoladas por coleta das nitrificantes.
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Gréfico 4 - Frequéncia de isolamento dos grupos bacterianos nitrificantes a
partir da formacéo esponténea de perifiton ao longo do cultivo de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus).
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Fonte: elaborado pela autora.

O desenvolvimento do biofilme das bactérias nitrificantes seguiu 0 mesmo padrédo
das BHC, estando de acordo com Jackson, Churchill e Roden (2001) que descreveram trés
etapas durante o desenvolvimento do biofilme: estagio inicial, caracterizado por colonizacao
de diferentes populaces e falta de ordem na estrutura da comunidade; estagio intermediario,
caracterizado por um numero limitado de populagdes dominantes utilizando recursos
similares; e estdgio final ou tardio, caracterizado por um biofilme maduro com estrutura
espacial complexa, que facilita maior diversidade através do aumento variacdo no habitat e
recursos disponiveis.

Na primeira coleta pode-se observar que os grupos Hydrogenophaga sp. e
Brevibacterium sp. foram mais abundantes. Seguido pela ordem Rizhobiales juntamente com
a espécie Rhizobium rosettiformans, familia Enterobacteriaceae e seu género Enterobacter sp.
e Pseudomonas sp.

O género Hydrogenophaga sp. pertence a familia Comamonadaceae, sdo bactérias
Gram negativas, quimiorganotroficos ou quimiolitoautotrofico (SPRING et al., 2004,
KAMPFER et al., 2005). Algumas espécies desse grupo foram isoladas de lodos ativados,
sendo responsaveis pela remocdo de determinados nutrientes, como o fésforo (CHUNG et al.,
2007). Li et al. (2017) identificaram que a familia Comamonadaceae foi um dos grupos mais
abundantes em um biofilme crescido sob substrato adicionado em tanques de policultivo de

carpa capim e tilapia. Concluiram que o crescimento dessas bactérias pode trazer melhorias na
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qualidade de agua nos tanques de cultivo. Yu et al. (2016) constataram que houve incremento
de Hydrogenophaga sp. no substrato submerso, durante cultivo de carpa capim, & medida que
a relacdo C/N da agua foi aumentada.

As Brevibactérias, segundo grupo com maior abundancia na primeira coleta,
pertencem ao género Brevibacterium sp. membros da classe Actinobacteria, sdo bastonetes
Gram positivos, ndo produzem esporos, sendo quimiorganototroficos. Sdo utilizadas em
diversos processos industriais, como produtores de substancias antimicrobianas, carotenoides
e enzimas (ONRAEDT; SOETAERT; VANDAMME, 2005). S&o relatadas no processo de
desnitrificacdo, sendo isolados de aguas marinhas e salobras, além de serem formadoras de
biofilme (PREENA et al., 2017; METCALF; EDDY, 1991; LEE, 2003; OLIVEIRA,
BRUGNERA; PICCOLI, 2010). Além disso, foi constatado a atividade antibiofilme de
Brevibacterium spp. contra o biofilme formado por Vibrio, grupo reconhecido por causar
enfermidade em camardes (KIRAN et al., 2014).

Ja a espécie Rhizobium rosettiformans é uma espécie pertencente a ordem
Rhizobiales, sdo bastonetes Gram negativos, heterotroficos, aerobios, e reduzem nitrato
(KAUR; VERMA; LAL, 2011; HUNTER; KUYKENDALL; MANTER, 2007). Sdo bactérias
isoladas de solo, estando envolvidas no processo de fixagdo de nitrogénio (ERLACHER et al.,
2015).

Na segunda e terceira coletas houve uma diminui¢cdo da diversidade bacteriana.
Sendo possivel constatar, na segunda coleta, que 0s representantes do género Pseudomonas sp.
foram mais abundantes do que a espécie Thauera phenylacetica.

O género Pseudomonas é amplamente conhecido por estarem presentes na
formacéo de biofilmes em diversos ambientes e substratos (DOUTERELO et al., 2017; LUO,
2017). Essa capacidade é devida a producdo de substancias poliméricas extracelulares, como
os exopolissacarideos, que possibilitam a sua aderéncia bem como facilita a ligacdo de outros
micro-organismos ao biofilme pré-formado (MA et al., 2009; GHAFOOR; HAY; REHM,
2011; IRIEA et al., 2012).

Esse género inclui algumas espécies causadoras de patogenia em peixes. No
entanto, por causa de sua versatilidade metabdlica diversas espécies vém sendo utilizadas
como biorremediadores de compostos nitrogenados na aquicultura, podendo realizar a
nitrificacdo heterotrofica e desnitrificacdo aerobica de forma separada ou acoplada
(TRIPATHY et al., 2007; FAN et al., 2015; KUMAR et al., 2015).

Na terceira coleta houve o estabelecimento e uma maior abundéancia da Thauera

phenylacetica, em contrapartida as cepas de Pseudomonas ndo foram detectadas. Nesse



85

mesmo periodo foi identificada a familia Enterobacteriaceae juntamente com a espécie
Buttiauxella agrestis.

A espécie Thauera phenylacetica pertence a familia Zoogloeaceae da Ordem
Rhodocyclales (WANG et al., 2017). Sdo bastonetes pequenos, Gram negativas, moveis,
apresentando catalase e oxidase positiva. Reduzem nitrato e nitrito, mas ndo fixam nitrogénio
(MECHICHI et al., 2002). Em sistemas de lodos ativados, esse género foi identificado como
formador de aglomerados zoogleias, através da producdo de exopolissacarideos (LAJOIE et
al., 2000). Na formacéo do biofilme perifitico é importante a presenca de espécies com essa
capacidade, a fim de estabilizar e manter a estrutura da comunidade aderida ao substrato.

A familia Enterobacteriaceae inclui espécies heterotroficas, podendo ser
encontradas em diversos ambientes e habitam o trato gastrointestinal de vertebrados. Padhi
(2017) identificaram uma espécie pertencente ao género Enterobacter capaz de realizar
nitrificacdo heterotrofica e desnitrificagdo aerdbia simultaneamente. Diversas espécies desse
género sdo produtoras de exopolissacarideos (EPS), consequentemente sdo formadores de
biofilme (LIMOLI; JONES; WOZNIAK, 2015).

A espécie Buttiauxella agrestis € um membro da familia Enterobacteriaceae,
encontrada em solo, &gua, peixes, moluscos (MULLER et al., 1996). Shi et al. (2008)
isolaram uma cepa de Butiauxella produtora de fitase, a partir do intestino de carpa capim.
Demonstrando a importancia biotecnolédgica desse grupo, o qual deve possuir outras enzimas
importantes a serem descobertas e utilizadas.

Na dltima coleta pode-se observar a maior abundancia da familia
Comamonadaceae, sendo representada pelos géneros Pseudomonas sp. e Burkholderia sp.,
seguido pela familia Zoogleceae por meio da espécie representante Thauera phenylacetica. A
ordem Rhizobiales juntamente com o género Brevudimonas sp. e Enterobacter sp. também
estavam presentes nesse periodo.

O género Brevudimonas sp. pertence a familia Caulobacteraceae sdo bactérias em
forma de bastdo, Gram negativas. J& foram isoladas de ambientes aquaticos, solo e de lodos
ativados (RYU et al., 2007; YOON et al., 2007).

Um estudo da comunidade bacteriana do biofilme desenvolvido em instalagdes de
abastecimento de &gua observou maior dominancia dos grupos bacterianos Rhizobiales e
Burkholderiales (LIU et al., 2012).

No presente trabalho, pode-se determinar que as bactérias isoladas do meio de
cultura seletivo para nitrificantes foram classificadas, de acordo com a literatura, como

heterotroficas na sua maioria. Assim o perifiton desenvolvido espontaneamente no cultivo de
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juvenis de tilapia do Nilo em sistemas de &gua verde é formado basicamente por espécies
bacterianas heterotroficas.

As bactérias nitrificantes heterotroficas receberam recentemente uma atencéo
maior devido ao seu papel de nitrificacdo heterotrofica, associada a desnitrificacdo aerdbia
(VELUSAMY; KRISHNANI, 2013). Assumindo uma grande importancia, por causa da sua
maior taxa de crescimento em relacdo as autotroficas, além de tolerar alta carga de matéria
organica e realizar nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneamente (LIN et al., 2004; LI et al.,
2015).

Dessa forma, as bactérias heterotroficas crescidas sob substrato além de contribuir
na mineralizacdo da matéria organica auxiliando na purificagdo da agua de cultivo,
desempenharam importante papel como alimento natural extra, uma vez que assimilam os
compostos nitrogenados da agua e convertem em proteina microbiana, aumentando a

biomassa fixada no substrato.

4.1.7 ldentificacdo dos grupos fungicos no perifiton espontaneo

No Gréfico 5 estdo representados os valores percentuais dos principais grupos de
fungos encontrados no perifiton desenvolvido espontaneamente.

Os fungos identificados, a partir do perifiton espontaneo crescido sob substrato
imerso nos tanques de cultivo dos juvenis de tilapia do Nilo, foram classificados em dois
filos, Ascomiceto (Ascomycota) e Zigomiceto (Zygomycota). Sendo que o primeiro filo foi

mais representativo, apresentando uma maior quantidade de géneros isolados.
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Grafico 5 - Percentual de grupos fangicos identificados no perifiton
desenvolvido espontaneamente em substrato submerso durante cultivo de
juvenis de tilapia do Nilo.
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Fonte: elaborado pela autora.

No total foi possivel identificar seis géneros: Aspergillus, Trichoderma,
Chrysosporium, Absidia, Fusarium e Penicillium. O género Aspergillus teve um maior
percentual de isolamento representando 42%, seguido por Trichoderma com 39% e
Chrysosporium com 10%. Os grupos fungicos com menor representatividade foram Absidia,
com 5%, seguido por Fusarium e Penicillium, os dois, com 2 %.

Os géneros isolados no perifiton sdo todos produtores de esporos, sendo
classificados como anemofilos. Estudos relatam que os esporos fungicos transportados pelo ar
possuem uma superficie hidrofébica que ajuda a dispersdo, impede a dessecacdo e pode
fornecer uma barreira a entrada de substancias toxicas (SINGH et al., 2004; SIQUEIRA;
LIMA, 2013).

Biofilmes flngicos, assim como os biofilmes bacterianos, possuem fases de
desenvolvimento que incluem a chegada a um substrato, adesdo, colonizacgdo, producdo de
polissacarideos, maturacdo e disperséo do biofilme (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

Caracteristicas do esporo, tais como tamanho, podem influenciar o
desenvolvimento do biofilme fangico (SIQUEIRA; LIMA, 2013).

Em sistemas de abastecimento de agua potavel foi identificada a colonizagdo de
fungos em biofilmes bacterianos pré-estabelecidos. Sugeriram que essa relacdo € positiva
entre esses micro-organismos, uma vez que apresentam diferentes requerimentos ecolégicos
(DOGGET, 2000; DOUTERELO et al., 2016).
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Os fungos encontrados no perifiton desenvolvido espontaneamente apresentaram
diferenciacdo no percentual de isolamento quanto ao periodo de coleta. No Gréfico 6 pode ser
observado esse padrdo.

Na primeira coleta houve uma dominancia do fungo Trichoderma seguido por

Aspergillus, em detrimento do género Absidia e Fusarium, 0s quais apresentaram menor
abundancia.

Gréfico 6 - Abundancia relativa dos géneros fangicos isolados por coleta no
perifiton espontaneo.
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Fonte: elaborado pela autora.

O género Trichoderma é um representante saprofito, interagindo em ambientes de
raiz e solo (WANG; HASHIMOTO; HASHIDOKO, 2013). Foi isolado e identificado em
amostras de pele de peixes (PINHEIRO et al., 2015). As espécies desse género sao as mais
utilizadas no controle de fitopatdgenos, possuindo um ou mais mecanismo de agdo, como
antibiose, parasitismo, competicdo e promocao de crescimento (MACHADO et al., 2012).
Além disso, sdo reconhecidos por formar biofilme (TRIVENI et al., 2012).

O género Fusarium tem sido isolado de ambientes aquaticos, assim como de pele
e branquias de peixes (MACHADO et al., 2012). Esse género também foi isolado da
superficie corporal de pds-larvas do camardo Penaeus monodon, e de acordo com 0S mesmaos
autores, esse fungo subsiste nos tecidos corporais de peneideos podendo afetar todos os
estagios larvais, causando problemas na osmorregulacdo (KUSUMANINGRUM; ZAINURI,
2015). Vale ressaltar, que esses fungos s6 agem causando patogenia quando a qualidade de
agua é precaria ou quando ocorrem mudancas bruscas na temperatura, por exemplo.

Na segunda coleta o género Aspergillus foi mais abundante, seguido por
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Chrysosporium, o qual ndo foi constatado inicialmente no biofilme perifitico. Absidia e
Trichoderma foram menos representativos. A partir dessa coleta, o grupo Aspergillus se
estabeleceu no biofilme, tornando-se cada vez mais expressiva a sua colonizagdo, onde na
terceira coleta 100% dos isolados pertenceram esse grupo. Esse género parece ser um dos
mais importantes para o biofilme perifitico, uma vez que esteve presente em todas os periodos
de coleta.

O biofilme formado por Aspergillus possui uma grande utilidade na producéo de
enzimas extracelulares utilizadas na industria para diversos fins (RAMAGE et al., 2011).

Algumas das enzimas produzidas por Aspergillus como celulase (GAMARRA,;
VILLENA; GUTIERREZ-CORREA, 2010) e a fitase, por exemplo, podem ser adicionadas as
racdes de peixes a fim de aumentar a digestibilidade, melhorando o desempenho zootécnico, e
contribuindo na reducdo de excrecdo de nutrientes no ambiente aquatico, contribuindo para a
melhoria da qualidade de &gua dos sistemas de producdo aquicola (GOMES et al., 2016).
Dessa forma, a presenca desse fungo no biofilme perifitico é de grande valia, uma vez que
podem contribuir de forma positiva na digestibilidade dos peixes, ja que esses consomem
ativamente o biofilme contendo esses micro-organismos.

Na quarta coleta, foram identificados Aspergillus, sendo mais abundante com mais
de 50% de isolamento, seguido por Trichoderma e Penicillium.

Os géneros Penicillium e Aspergillus s&o conhecidos por produzirem uma grande
variedade de compostos com atividades bioldgicas e farmacoldgicas (DEBBAB et al., 2010).
Ozkaya et al. (2017) constataram que 0s extratos fangicos da espécie Penicillium canescens
foram mais efetivos contra quatro bactérias causadoras de patogenia na aquicultura
(Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum, Vagococcus salmoninarum),
apresentando forte inibicdo com valores de MIC iguais a 1280, 160, 320 e 160 ug mL*,
respectivamente.

Um dos problemas associados a presencga dos fungos no cultivo de peixes séo as
micotoxinas produzidas por alguns géneros. Dos géneros fangicos mais conhecidos em
produzirem micotoxinas, trés deles foram encontrados no perifion espontaneo presente no
cultivo de juvenis de tilapia, que foram Fusarium, Aspergillus e Penicillium (PINHEIRO et
al., 2015; SWEENEY; DOBSON, 1998).

No interior do biofilme perifitico existem interagcfes entre as comunidades
microbianas estabelecidas. E de acordo com Elvers et al. (1998) existem seis tipos de
interacbes entre oS micro-organismos presentes no biofilme, podendo ser neutralismo,

mutualismo, comensalismo, amensalismo, relagdo presa-predador e competicdo. Esses
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mesmos autores, relatam que o nimero de interacdes aumenta significativamente quando se
tem um aumento no ndmero de espécies dentro da populacdo mista. Algumas espécies tém
aumento significativo no crescimento quando cultivadas em consércio, como cultura mista,
enguanto outras mostram uma taxa de crescimento reduzida ou ndo sofrem qualquer alteracéo.

Essas informagdes mostram claramente os eventos de interagdes que acontecem
nos biofilmes, com presenca de espécies que contribuem para a promocao do crescimento de
outras, ou entdo competindo pelos mesmos nutrientes, ocorrendo exclusdo de uma das partes.
Essas relagdes que ocorrem entre as espécies microbianas no biofilme, podem contribuir para
a eliminacdo de espécies que possam trazer prejuizos a saude dos peixes cultivados, ou entdo
podem transformar os compostos, como as micotoxinas, em produtos nocivos aos peixes que
vao se alimentar desse perifiton.

Alguns grupos de bactérias e leveduras contribuem para a biotransformacdo de
micotoxinas em metabdlitos ndo prejudiciais aos peixes (PINHEIRO et al., 2015). Bactérias
Gram positivas, como a espécie Bacillus subtilis, podem ser usadas no controle bioldgico de
fungos micotoxigénicos e na inibi¢cdo de micotoxinas, assim como bactérias Gram negativas,
como a Pseudomonas fluorescens (HAN et al., 2015; AL-SAAD et al., 2016). Nos biofilmes,
os fungos podem favorecer o crescimento bacteriano por meio da produgdo de micélio que
geram substratos favoraveis para a adesdo e crescimento, além de disponibilizar nutrientes
(DOUTERELO et al., 2017).

Na Figura 13 encontram-se as imagens da morfologia macroscépica e
microscopica de alguns géneros fungicos isolados do perifiton desenvolvido espontaneamente

no substrato submerso durante o cultivo de juvenis de tilapia do Nilo.



Figura 13 - Macroscopia e microscopia de alguns grupos flngicos
identificados no perifiton espontaneo.

Fonte: elaborada pela autora.
a e b) Aspergillus sp.; c¢) Trichoderma sp.
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4.1.8 Caracterizagdo enzimdtica dos grupos bacterianos
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Na Tabela 8 encontra-se a caracterizacdo enzimaticas das bactérias heterotroficas cultivaveis isoladas do perifiotn espontaneo

desenvolvido no substrato submerso em tanques de cultivo de tilapia do Nilo.

Tabela 8 - Caracterizacdo enzimatica das bactérias heterotroficas cultivaveis totais isoladas do perifiton espontaneo durante cultivo de juvenis de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus).

Caseinase  Gelatinase  Elastase Lipase  Fosfolipase  Celulase  Amilase MRS B-Hemdlise

Cepa n Sangue Sangue

P . - i - i - + - + - + - + - * ) Carngeiro Tilé%ia
Bacillus sp. 24 24 0 1 23 0 24 11 12 13 9 16 7 22 2 16 8 18 21
Corynebacterium sp. 5 3 2 0 5 2 3 2 3 1 4 2 3 1 4 1 4 0 0
Staphylococcus sp. 2 2 0 1 1 0 2 0 2 1 1 1 1 0 2 0 2 0 0
Enterococcus faecalis | 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1
Filo Firmicutes 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 NI NI
Pseudomonas sp. 7 5 2 1 6 0 7 2 5 2 5 2 5 3 4 2 5 0 0
Burkholderia sp. 2 2 0 0 2 0 2 2 0 2 0 0 2 0 2 1 1 0 0
Acinetobacter sp. 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 NI
Aeromonas sp. 5 4 0 0 4 0 4 4 0 0 4 0 4 0 4 0 4 1 1
Serratia sp. 2 1 1 0 2 0 2 0 2 0 2 1 1 1 1 0 2 0 0
Shigella sp. 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0
Filo Proteobacteria 3 2 1 0 3 0 3 1 2 1 2 1 2 0 3 0 3 1 NI

Fonte: elaborada pela autora.
n: NUmero de cepas;

+: Reacdo enzimatica positiva

)

-: Reacdo enzimatica negativa;

NI: Ndo identificado



93

A atividade das proteases (caseinase, gelatinase e elastase) pelos micro-
organismos isolados do perifiton espontaneo, na presente pesquisa, foi elevada. Com excecao
o representante do Filo Firmicutes e Acinetobacter sp. que ndo apresentaram expressao
proteolitica. Os demais grupos microbianos apresentaram pelo menos um representante capaz
de produzir uma das proteases.

O género Bacillus sp. apresentou 100% dos isolados (n=24) capazes de
hidrolisarem a caseinase. Além disso, apresentou elevada atividade celulolitica (n=16; 66,7%),
lipolitica (n=11; 45,8%) e amilolitica (n=22; 91,7%). Exibiram um numero consideravel de
estirpes com capacidade de crescerem no meio MRS (n=16; 66,7%), o qual € destinado a
bactérias acido-lacticas.

Representantes do género Bacillus possuem elevado potencial de producdo de
proteases e celulases extracelulares (ZHANG; LYND, 2004). Askarian et al. (2012) isolaram
cepas de Bacillus sp. do trato intestinal de salmdo, constataram a produgdo das exoenzimas
proteases, amilases, lipases e celulases. Ray et al. (2010) detectaram que as cepas de Bacillus
sp. isoladas do intestino de trés espécies de carpas exibiram elevada atividade proteolitica,
amilolitica e celulolitica. Concluiram que essas bactérias podem contribuir para uma melhor
utilizacdo de alimentos ricos em proteinas e carboidratos. A espécie Bacillus circulans isolada
a partir do trato intestinal da tilapia (Oreochromins mossambica) apresentou atividade
celulolitica através de teste in vitro (SAHA et al., 2006). Os autores afirmaram que essa
espécie contribuiu para a producao de celulase nesses peixes.

Por ordem de recorréncia, cepas do género Bacillus sp. apresentou a seguinte
caracterizacdo enzimatica, incluindo a capacidade de producdo de acidos organicos no meio
MRS: caseinase, amilase, MRS, celulase, fosfolipase, lipase, gelatinase e elastase.

Esse grupo apresentou também a capacidade em produzir -hemolise tanto no
sangue de carneiro (n=18; 75%) como no sangue de tilapia (n=21; 87,5%). Esse é um
marcador de potencial patogénico em bactérias. Cerca de 62,5% (n=15) das cepas
apresentaram expressdo simultianea de B-hemdlise nos sangues utilizados, 8,3% (n=2) néo
apresentaram producdo de nenhum tipo de hemolise e 20,8% (n=5) foram capazes de
hemolisar pelo menos um dos sangues testados. No entanto, a capacidade de causar algum
dano as tilapias quando cultivadas na presenca dessas bactérias pode ou ndo vir a acontecer.

Micro-organismos que apresentam elevada producdo de enzimas extracelulares
sdo candidatos desejaveis para serem utilizados como probidticos, por exemplo, nos cultivos
de organismos aquéticos a fim de induzir a melhor utilizacdo dos nutrientes, auxiliando na

obtenc&o de resultados zootécnicos satisfatorios (DUTTA; GHOSH, 2015). A acdo enzimatica
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das bactérias promove a quebra de grandes moléculas tornando-as disponiveis aos organismos
cultivados, como proteinas, lipidios, celulose, dentre outras. Por exemplo, peixes teledsteos
ndo possuem a capacidade de produzir celulase enddgena, necessitando das enzimas
bacterianas presentes no trato intestinal, as quais auxiliam na digestdo do material vegetal
(SAHA et al., 2006).

Dessa forma, a presenca de grupos microbianos que apresentem elevada atividade
enzimatica no perifiton é de grande valia, uma vez que o0s peixes se alimentam diretamente
desse biofilme. Ao ingerirem as bactérias aderidas nos substratos estardo assimilando micro-
organismos capazes de degradar diversos compostos, tornando-os biodisponiveis.

Os representantes cocos Gram positivos isolados do perifiton, Staphylococcus sp.
e Enterococcus faecalis apresentaram o seguinte perfil enzimatico: cas-gel-fosf-cel e cas-
Bhem, respectivamente. Silva et al. (2016) ndo detectaram atividade enzimatica de cepas de
Staphylococcus sp. isoladas do perifiton e nem producdo de beta hemdlise. Representantes de
Enterococcus sdo definidos como pertencentes a bactérias acido lacticas (RINGO;
GATESOUPE, 1998) capazes de crescerem no meio MRS. No entanto, o representante
encontrado na presente pesquisa ndo cresceu no meio MRS.

O género Pseudomonas sp. e Burkholderia sp. apresentaram estirpes com elevada
capacidade de hidrolisar a caseina, 71,4% (n=5) e 100% (n=2), respectivamente. J& em
relacdo a expressdo das demais exoenzimas, pode-se observar um menor nimero de cepas.
Com excecdo da expressao da lipase e fosfolipase por Burkholderia sp., a qual todas as cepas
apresentaram 100% de atividade. Esses dois géneros ndo apresentaram atividade B-hemdlise.

Pesquisa realizada por Silva et al. (2016) detectaram que as Pseudomonas sp.
isoladas do perifiton durante cultivo de tilapia expressaram somente atividade proteolitica,
apresentando o seguinte perfil enzimatico: cas-gel-elas e producdo de beta hemdlise.
Diferindo dos resultados encontrados no presente estudo, o qual foram encontradas cepas de
Pseudomonas sp. com perfil enziméatico cas-gel-lip-fosf-cel-ami e producdo de A&cidos
organicos atraves do crescimento no meio MRS.

O grupo das Aeromonas sp. expressou 80% (n=4) de atividade lipolitica e
proteolitica. E 50% dos isolados expressaram a produc@o de B-hemdlise tanto no sangue de
carneiro como no sangue de tilapia.

Diferindo do resultado encontrado na presente pesquisa, Jiang et al. (2011)
detectou que o género Aeromonas foi capaz de produzir celulase, sendo o grupo com maior
namero de espécies dominantes no trato intestinal da carpa capim (Ctenopharyngodon idella).

As linhagens Serratia sp. e Shigella sp., membros da familia Enterobacteriaceae,
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apresentaram a capacidade de hidrolisar a caseina. E um dos dois representantes isolados de
Serratia sp. foram positivos para expressao da amilase e celulase.

Na Tabela 9 encontra-se a caracterizacdo fenotipica das bactérias heterotroficas
capazes de produzirem biofilme, através do teste de aderéncia ao vidro (TAV), teste de
aderéncia a microplaca (TMC) e producdo de exopolissacarideo em placas contendo o &gar
vermelho congo (AVC).

Tabela 9 - Caracterizacdo fenotipica das cepas bacterianas produtoras de biofilme através do Teste de
aderéncia ao vidro (TAV), Teste de aderéncia na microplaca (TMC) e producédo de exopolissacarideo
nas placas de agar vermelho congo (AVC).

Cepa n el ™e AVC
4+ |+t + S NIREE N + -

Bacillus sp. 24 0 0 0 24 14 1 1 8 17
Corynebacterium sp. 5 0 0 0 5 S 0 0 0 1
Staphylococcus sp. 2 0 1 0 1 0 0 0 2 1
Enterococcus faecalis 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1
Filo Firmicutes 1 # # #
Pseudomonas sp. 7 0 0 3 4 4 0 0 3 3
Burkholderia sp. 2 0 0 0 2 1 1 0 0 0
Acinetobacter sp. 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0
Aeromonas sp. 5 0 0 0 5 1 2 0 2 0
Serratia sp. 2 0 0 0 2 0 0 0 2 0
Shigella sp. 1 0o o o0 1 1 0 0 0 1
Filo Proteobacteria 3 0 0 0 1 0 0 0 1 1

Fonte: elaborada pela autora.
n: Ndmero de cepas; +++: Aderéncia forte: bactérias aderiram nos trés tubos ou pogos; ++: Aderéncia média, dois
tubos; +: Aderéncia fraca, um tubo; -: Ausente; #: ndo identificado.

Para o teste de aderéncia, pode-se observar que as espécies E. fecalis,
Acinetobacter sp., Serratia sp. e um represente do Filo Proteobacteria ndo aderiram aos
materiais utilizados no teste. J& os demais representantes bacterianos isolados apresentaram
agregacao positiva em pelo menos um dos dois testes realizados.

Representantes de Bacillus sp. e de Corynebacterium sp. apresentaram agregagéo
positiva somente na microplaca de poliestireno. Quatorze cepas de Bacillus sp. exibiram
agregacdo forte, uma agregacdo média e uma fraca, e oito apresentaram resultado negativo.

No teste de aderéncia ao vidro (TAV), trés cepas de Pseudomonas sp. exibiram
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aderéncia fraca. J& no teste de aderéncia a microplaca (TMC), quatro cepas apresentaram forte
agregacao e trés foram negativas.

As estirpes de Burkholderia sp., Aeromonas sp. e Shigella sp. apresentaram
positividade somente no TMC.

A producdo de exopolissacarideos no AVC foi mais evidente nos isolados do
grupo Bacillus sp., os quais apresentaram 70% de produtores de EPS. De acordo com Orsod,
Joseph e Huyop (2012) a espécie Bacillus cereus, isolado a partir do peixe Lates calcarifer,
produziu EPS, o qual apresentou potencial atividade antimicrobiana contra cepas Gram
positivas e Gram negativas.

Os representantes de Pseudomonas sp. apresentaram 42% (n=3) de cepas
produtoras de EPS. Ghafoor, Hay e Rehm (2011) detectaram trés tipos de exopolissacarideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa envolvidos no processo de formacao e arquitetura
do biofilme produzido por essa espécie.

As linhagens Burkholderia sp., Acinetobacter sp., Aeromonas sp. e Serratia sp.
ndo expressaram capacidade de producdo de EPS, quando crescidos em placas de agar
vermelho congo.

Silva et al. (2016) constataram a produgdo de EPS pelos isolados do género
Aeromonas sp. oriundos do perifiton durante o cultivo de juvenis de tilapia do Nilo.

A producdo de EPS pelas bactérias tem apresentado multiplas fun¢des incluindo a
aderéncia inicial das células as superficies sélidas, formacdo e manutencdo de agregados
microbianos no biofilme, absorcdo de compostos organicos e nutrientes, resisténcia a
condicgdes estressantes do ambiente, e potencial atividade antimicrobiana (DOGAN et al.,
2015; CZACZYK; MYSZKA, 2007; ORSOD; JOSEPH; HUYOP, 2012). Dessa forma, as
bactérias formadoras de perifiton devem produzir EPS e ter a capacidade de agregacao a

substratos.



Na Tabela 10 estéo os resultados da caracterizagdo enzimatica das cepas isolados do meio seletivo para bactérias nitrificantes.

Tabela 10 - Caracterizacdo enzimética das bactérias do grupo do nitrogénio isoladas do perifiton formado espontaneamente em tanques de
cultivo de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Caseinase  Gelatinase  Lipase Fosfolipase Celulase Amilase

Cepa n B-hemolise
+ - + - + - + - + - + -

Rhizobiales 2 0 2 0 2 0o 2 0 2 0 2 0 2 0
Rhizobium rosettiformans 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
Brevibacterium sp. 2 0 2 2 0 1 1 1 1 1 1 0 2 0
Hydrogenophaga sp. 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0
Pseudomonas sp. 15 10 5 0 15 11 4 12 3 0 15 3 12 1
Burkholderia sp. 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0
Enterobacteriaceae 2 0 2 0 2 1 1 1 1 0 2 0 2 0
Enterobacter sp. 2 1 1 0 2 2 0 2 0 0 2 1 1 0
Buttiauxella agrestis 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0
Thauera phenylacetica 5 0 5 1 4 3 2 2 3 1 4 1 4 0
Brevundimonas sp. 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0

Fonte: elaborada pela autora.
n: Nimero de cepas; +: Reagdo enzimatica positiva; -: Reagdo enzimatica negativa; NI: N&o identifica
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Representantes da ordem Rhizobiales, entre elas a espécie Rhizobium
rosettiformans ndo apresentaram as atividades enzimaticas testadas, assim como 0s membros
do grupo Hydrogenophaga sp.

As duas estirpes identificados como pertencentes a familia Enterobacteriaceae
apresentaram expressdo da exoenzima lipase (n=1) e fosfolipase (n=1). O género
Brevudimonas sp. apresentou esse mesmo perfil enzimatico (Lip-Fosf). J& a espécie
Butiauxella agrestis, que pertence a familia Enterobacteriaceae, expressou a producdo de
caseinase, fosfolipase e amilase.

Os isolados de Pseudomonas sp. e Enterobacter sp. apresentaram com maior
frequéncia o seguinte perfil enziméatico: Cas-Lip-Fosf-Ami.

Ray et al. (2010) detectaram atividade proteolitica, amilolitica e celulolitica de
duas estirpes de Enterobacter sp. isoladas do intestino de trés espécies de carpas (Catla catla,
Cirrhinus mrigala e Labeo rohita).

A atividade amilolitica foi expressa por um menor nimero de cepas das
Pseudomonas sp. (n=3), e um representante produziu beta hemolise.

Diferindo dos resultados encontrados na presente pesquisa, alguns autores
constataram que 0s grupos Aeromonas, Enterobacter, Enterococcus, Bacillus e Pseudomonas,
isoladas do sistema gastrointestinal de peixes herbivoros, sdo responsaveis pela producdo de
enzimas celuloliticas, além de degradarem diversos tipos de substratos, incluindo dietas ricas
em fibras (LIU et al., 2016; LI et al., 2014).

Os micro-organismos apresentam diferentes mecanismos de acao e expressdo de
exoenzimas, por exemplo, que vai depender do nicho onde se encontram. Podendo variar de
acordo com o tipo de substrato, nutrientes disponiveis, varidveis ambientais, além do seu
fenotipo e gendtipo que se adaptam ao longo do tempo por pressdes seletivas (SIMOES;
SIMOES; VIEIRA, 2010).

A estirpe de Burkholderia sp. apresentou positividade somente na producgédo das
proteases, caseinase e gelatinase.

Dentre as espécies de Thauera phenylacetica isoladas, pelo menos uma estirpe
exibiu o seguinte perfil enzimatico: gel-lip-fosf-cel-ami.

Na Tabela 11 encontra-se a caracterizacdo das bactérias nitrificantes em relacao
aos testes de agregacdo (TMC) e a producdo de EPS em placas de &gar vermelho congo
(AVC).



99

Tabela 11 - Caracterizacdo fenotipica das cepas bacterianas nitrificantes produtoras de
biofilme através do Teste de aderéncia na microplaca (TMC) e producdo de
exopolissacarideo nas placas de agar vermelho congo (AVC).

Cepa n = +IN;C T AVC
Rhizobiales 2 0 0 0 2 0
Rhizobium rosettiformans 1 1 0 0 0 0
Brevibacterium sp. 2 1 1 0 0 1
Hydrogenophaga sp. 2 0 0 1 1 0
Pseudomonas sp. 15 4 1 7 3 8
Burkholderia sp. 1 0 0 1 0 1
Enterobacteriaceae 2 1 0 0 1 1
Enterobacter sp. 2 0 1 0 1 1
Buttiauxella agrestis 1 1 0 0 0 1
Thauera phenylacetica 5 0 2 0 3 3
Brevundimonas sp. 1 0 1 0 0 1

Fonte: elaborada pela autora.
n: Numero de cepas; +++: Aderéncia forte: bactérias aderiram nos trés tubos ou pogos; ++: Aderéncia
média, dois tubos; +: Aderéncia fraca, um tubo; -: Ausente.

Exceto os representantes da ordem Rhizobiales, todos os demais isolados
apresentaram alguma capacidade de aderéncia. Aderéncia forte foi visualizado para 100% da
estipe Rhizobium rosettiformans e Buttiauxella agrestis (n=1), 50 % para Brevibacterium sp. e
Enterobacteriaceae (n=1), e 26,7% para Pseudomonas sp. (n=4).

Os seguintes isolados apresentaram aderéncia média nos pocos de
poliestireno: Enterobacter sp. (n=1), Thauera phenylacetica (n=2) e Brevundimonas sp.
(n=1).

Cerca de 50% dos representantes do grupo Hydrogenophaga sp. e Burkholderia sp.
(n=1) aderiram fracamente aos micropocos de poliestireno, juntamente com 46,7% dos
isolados de Pseudomonas.

Com excecdo dos representantes da ordem Rhizobiales e Hydrogenophaga
sp., todos os demais grupos de isolados bacterianos apresentaram producdo de EPS.

A produgdo de EPS é um dos fatores que facilitam a adesdo das células
microbianas aos substratos. Dessa foram, pode-se observar, na presente pesquisa, que 0s
grupos bacterianos que ndo apresentaram positividade para a producdo de EPS se

agregaram de forma fraca ou ndo apresentaram qualquer agregacdo, como foi o caso do
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isolado da ordem Rhizobiale e do Hydrogenophaga sp.

Torres et al. (2012) constataram producdo maxima de producdo de EPS por uma
estirpe de Enterobacter A47 e concluiram que essa cepa apresentou 0 mesmo padrdo de
producdo de substancias exopoliméricas dos grupos Rhizobium e Pseudomonas (REHM,
2009).

A capacidade de adesdo, estabilidade e formacéo de agregados microbianos, assim
como caracteristicas de hidrofobicidade e hidrofilia da célula sdo fatores influenciados pelo
EPS (LIANG et al., 2010; SHENG; YU; LI, 2010). Além disso, as bactérias produtoras de
EPS podem usé-lo como fonte de carbono e energia, uma vez que sdo constituidos por
carboidratos e proteinas, assim como outros micro-organismos presentes no biofilme também
podem biodegradar essas substancias, utilizando para atividades metabdlicas (SHENG; YU;
LI, 2010; ZHANG; BISHOP, 2003).

Um dos pré-requisitos exigidos na selecdo de bactérias iniciadoras na formacéo do
biofilme €é a capacidade de aderéncia a superficies e producédo de EPS.

4.1.9 Selecdo das bactérias para a construcao do consarcio iniciador do perifiton

4.1.9.1 Bactérias heterotroficas cultivaveis

Na Tabela 12 encontram-se as estirpes isoladas a partir das BHC e seus resultados

enzimaticos e de formacao de biofilme.
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Tabela 12 - Caracterizacdo das cepas bacterianas heterotroficas cultivaveis pré-selecionadas para
compor consorcio microbiano a ser aplicado no cultivo de tilapia, seja como iniciador do perifiton ou
como probidtico adicionado via ragéo.

Cepas Identificacéo Gram Enzimas Agregacdo EPS
24 Bacillus sp. + MRS-Gel-Cas - +
27 Bacillus sp. + MRS-Fosf-Cas-Cel-Ami-Bhem - +
30 Bacillus sp. + Fosf-Lip-Cas-Cel-Ami-Bhem - +
42 Bacillus sp. + MRS-Fosf-Lip-Cas-Cel-Ami-fhem + +
43 Bacillus sp. + Fosf- Cas-Cel-Ami-Bhem + +
44 Bacillus sp. + Fosf- Cas-Cel-Ami-phem - +
47 Bacillus sp. + MRS-Cas-Ami - -
48 Bacillus sp. + MRS- Lip-Cas-Cel-Ami-fhem + +
51 Bacillus sp. + MRS- Lip-Cas-Cel-Ami-phem + +
54 Bacillus sp. + Cas-Ami- fhem - +
31 Staphylococcus sp. + Gel-Fosf-Cas-Cel + +
53 Enterococcus faecalis + Cas- phem - +
57 Pseudomonas sp. - Cas-Cel-Ami + +
67 Pseudomonas sp. - MRS-Cas-Ami + -
70 Pseudomonas sp. - Gel-Cas-Ami + +

Fonte: elaborada pela autora.
Cas=Caseinase; Lip=Lipase; Gel=Gelatinase; Fosf=Fosfolipase; Cel=Celulase; Ami=Amilase; Phem=beta hemolise;
MRS=meio de cultura Man, Rogosa e Sharpe.

Foram escolhidas quinze cepas de BHC que apresentaram melhor desempenho na
expressdo de exoenzimas e producdo de biofilme, além de ja terem sido reportados na
literatura como bactérias com potencial probiotico. Desse total, dez sdo Bacillus sp., trés
Pseudomonas sp., um Staphylococcus sp. e um Enterococcus faecalis.

Na Tabela 12 pode-se observar que 100% dos isolados de Bacillus sp. (bastonetes
Gram positivos produtores de esporos) apresentaram atividade da enzima caseinase, 90% para
amilase, 70% para celulase, 60% para producdo de acido lactico através do crescimento no
meio MRS, 40% para lipase e 80% para p-hemolise. As cepas com morfologia de cocos Gram
positivas, Staphylococcus sp. e Enterococcus faecalis, apresentaram o seguinte perfil de
expressao enzimatica, respectivamente: Gel-Fosf-Cas-Cel e Cas- phem. Os representantes do
grupo das Pseudomonas sp. apresentaram por ordem de ocorréncia as seguintes enzimas:
caseinase, amilase, celulase, Lipase, gelatinase, fosfolipase e MRS.

A producdo de enzimas exogénas por bactérias € de grande importancia para o
setor aquicola, a fim de serem utilizadas como suplementos na alimentagdo de peixes.
Espécies de peixes herbivoras a omnivoras, como as tilapias, ndo aproveitam de forma
satisfatoria as ragOes oferecidas no mercado (VIEIRA; PEREIRA, 2016).

Bactérias probidticas que possuam atividade proteolitica podem ajudar na
digestdo de proteinas, que melhoram as propriedades funcionas pela producdo de peptideos
bioativos, além de reduzir alérgenos proteicos (RAMESH et al., 2015).
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De acordo com Vieira e Pereira (2016) as racGes sdo ricas em fibras celuldsicas
alimentares, e assim s&o de dificil digestdo pelos peixes, visto que ndo produzem enzima
celulase endogena, necessitando de uma fonte externa para produzir. Dessa forma, a ingestao
de bactérias que tenham a capacidade de producdo dessa enzima, assim como de outras
exoenzimas, é importante para assimilacdo eficiente dos nutrientes ofertados no alimento
artificial. Com isso, ocorre a diminuigdo de perdas de ra¢do ndo consuimida para a agua,
consequentemente, gerando efluentes menos poluentes, além da diminuicdo de gastos com
racao, visto que o alimento pode ser aproveitado de forma mais satisfatdria pelos peixes.

A producéo de biofilme, verificada a partir dos testes de agregacéo e produgéo de
EPS, sdo provas importantes que mostram a capacidade das bactérias se aderirem a substratos,
sendo formadores eficientes de biofilmes, demonstrando também a capacidade in vitro da
colonizacdo do trato intestinal. As bactérias pré-selecionadas para compor o consércio a ser
aplicado no cultivo de tilapia aparesentaram pelo menos positividade em um dos testes de
producdo de biofilme, como pode ser observado na Tabela 12.

Apbs a verificacdo da producdo enzimatica e formacdo de biofilme, as cepas
foram testadas frente a quatro bactérias consideradas patogénicas para o cultivo de tilapia do

Nilo, como pode ser visto na Tabela 13.

Tabela 13 - Teste de antagonismo (Cross streak) das cepas isoladas das BHC contra Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Edwardsiela tarda ATCC 15947, Pseudomonas aeruginosa ATCC 37853 e
Streptococcus sp. pertencente a bacterioteca do LAMAP.

24 Bacillus sp. - - - -
27 Bacillus sp. - + + -
30 Bacillus sp. + - + -
42 Bacillus sp. + - + -
43 Bacillus sp. + - -
44 Bacillus sp. - - + -
47 Bacillus sp. + - - -
48 Bacillus sp. + + - -
51 Bacillus sp. + + - -
54 Bacillus sp. + + - -
31 Staphylococcus sp. - - - -
53  Enterococcus faecalis + - - -
57 Pseudomonas sp. + - - -
67 Pseudomonas sp. + - - -
70 Pseudomonas sp. - - - -

Fonte: elaborada pela autora.
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Atraveés dessa técnica foi evidenciado o poder de inibicdo das cepas selecionadas
frente as bactérias Aeromonas hydrophila, Edwardsiela tarda, Pseudomonas aeruginosa e
Streptococcus sp., bactérias reconhecidas como patdgenos oportunistas em cultivos de peixes.

As linhagens de Bacillus sp. apresentaram o seguinte resultado: a cepa 24 nao
inibiu nenhuma das bactérias; 27 inibiu E. tarda e P. aeruginosa; duas (30 e 42) inibiram A.
hydrophila e P. aeruginosa; trés cepas (41, 38 e 54) foram antagbnicas a A. hydrophila e E.
tarda, e as estirpes 42 e 47 inibiram apenas A. hydrophila. Corroborando com a presente
pesquisa, Chen et al. (2016) detectaram efeito inibitorio da espécie Bacillus amyloliquefaciens
NO004, isolada do sistema gastrointestinal do peixe Paralichthys lethostigma, contra E. tarda e
Streptococcus sp. E concluiram que essa espécie poderia ser uma boa candidata no
biocontrole de bactérias patogénicas na aquicultura.

As cepas de Pseudomonas sp. (57, 67) foram capazes de inibir Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, apresentando resultado negativo para as demais estirpes patogénicas,
enquanto a cepa representante identificada com o cédigo 70 ndo inibiu nenhum pat6geno.

Enterococcus faecalis apresentou inibicdo apenas a A. hydrophila. E a espécie
Staphylococcus sp. ndo foi capaz de inibir nenhuma espécie.

Probidticos com capacidade de inibicdo de patdgenos causadores de doencgas em
peixes, sdo usados na aquicultura a fim de reduzir o risco de infec¢es e mortalidades dos
animais (RAMESH et al., 2015). Além de ser um dos requisitos essenciais para a escolha de
cepas probioticas.

De acordo com Guo et al. (2016) a formacéo de biofilme por bactérias probidticas
traz muitos beneficios para a salde dos organismos cultivados, por meio da produgdo de
metabdlitos secundarios, protecdo do epitélio intestinal através da competicdo com patdgenos
por locais de adesédo, além de induzir reacdes imunes do hospedeiro a patdégenos.

As bactérias que apresentaram inibicdo aos patdgenos, principalmente a
Aeromonas hydrophila que foi a bactéria usada no teste desafio, prosseguiram para o teste de
antagonismo entre elas, a fim de formar o consorcio utilizado no tratamento T3 e T5.

Na Tabela 14 estdo os resultados do teste de antagonismo entre os isolados de

BHC escolhidos nos testes realizados anteriormente.
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Tabela 14 - Resultado do teste de antagonismo entre os isolados das bactérias heterotréficas
selecionadas.

Cepas 57 67 70 30 42 43 44 48 47 51 54 27 24 31 53
Pseudomonas sp. 57 * + - - - + - - - + + - - - +
Pseudomonas sp. 67 * + - -+ - - + - 4+ + - - -
Pseudomonas sp. 70 * - - - - - - - - - +  + o+

Bacillus sp. 30 * + - + - + - - - + - +
Bacillus sp. 42 o+ + + + - -+ 4+ . -
Bacillus sp. 43 * + + + - - - + - -
Bacillus sp. 44 * + + + - + + - -
Bacillus sp. 48 * - + + + + - +
Bacillus sp. 47 ¥+ 4+ . - - -
Bacillus sp. 51 * + - + - +
Bacillus sp. 54 ¥4+ . -+
Bacillus sp. 27 ¥ L 4+ .
Bacillus sp. 24 4+ .
Staphylococcus sp. 31 * -
E. faecalis 53 *

Fonte: elaborada pela autora.
(+) Efeito antagdnico positivo; (-) Sem antagonismo.

ApOs esses testes descritos acima, as cepas escolhidas para compor o consorcio
que foi aplicado no tratamento T3 e T5 foram: 27, 30, 43 e 51, todas identificadas como
Bacillus sp.

O desempenho desses isolados frente a eventos de estresses ambientais também é
um determinante da maior eficiéncia de colonizagdo das populagdes bacterianas. Assim
capacidade de suportar variagcdes drasticas do pH e temperatura sdo também importantes na
escolha de estirpes.

Os resultados da eficiéncia do crescimento das mesmas cepas nos diferentes

valores de pH e de temperatura estéo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Resultado teste de crescimento em diferente pH e temperatura
dos Bacillus sp. selecionados para composi¢ao do consorcio.

e o Temperatura pH
Cepa Identificacdo 250 C 40°C 5 9
27 Bacillus sp. + + + +
30 Bacillus sp. + + + +
43 Bacillus sp. + + + +
51 Bacillus sp. + + + +

Fonte: elaborada pela autora.

Em ambientes de cultivo de organismos aquaticos ocorre variagcdo nictimeral das
variaveis de qualidade de &gua, dentre elas o pH e a temperatura (SA, 2012). Dessa forma,

faz-se necessario o estudo da tolerancia do crescimento das bactérias que serdo adicionadas ao
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cultivo em relacéo a variagdo dessas varidveis. Além disso, um dos requisitos da selecdo de
bactérias probioticas é que apresentem resisténcia as condi¢bes gastricas, como valores baixos
de pH (VIEIRA; PEREIRA, 2016). Pode-se observar, na presente pesquisa, que todas as
cepas cresceram bem nas condicGes testadas.

Uma das vantagens do uso de bactérias esporogénicas, é sua capacidade de
sobreviver a diversos estresses e posteriormente voltar a0 seu estado vegetativo, com
atividade bioldgica plena. Guo et al. (2016) verificaram a alta sobrevivéncia dos esporos de
Bacillus sp. apds terem testados a condicdes de baixos valores de pH e de temperatura.

Outras questdes de seguranga ambiental e do cultivo devem ser consideradas na
manipulagdo da microbiota como a resisténcias a substancias antimicrobianas como uma fonte
de genes que possam ser disseminados entre outras bactérias no ambiente, incluindo
patdgenos potenciais para os animais cultivados.

Na Tabela 16 encontram-se os perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos dos
Bacillus sp.

Tabela 16 - Perfis de susceptibilidade a antimicrobianos das cepas de Bacillus sp. selecionados
para composi¢ao do consorcio.

Cepas  Identificacio Cloranfenicol Tetraciclina Eritromicina  Florfenicol
(30 pg)* (30 pg) (15 pg) (30 pg)
27 Bacillus sp. S S S S
30 Bacillus sp. S S S S
43 Bacillus sp. S I S S
51 Bacillus sp. S S S S

Fonte: elaborada pela autora.
*: Concentracdo do disco de antibi6tico utilizado; S: sensivel e I: intermediario (Zona de inibicdo-mm).

Para o0s antimicrobianos testados, as cepas selecionadas apresentaram
sensibilidade (susceptiveis), com excecdo da cepa 43 que se mostrou intermediario a
tetraciclina.

A realizacdo da susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos é necessaria a fim
de garantir que as bactérias selecionadas ndo transmitirdo genes de resisténcia a patdgenos
presentes nos cultivos.

O uso de cepas bacterianas benéficas, como iniciadoras do perifiton ou adicionada
via ragdo como probiotico, podem auxiliar na melhor conversao alimentar e na melhoria da
qualidade de &gua, contribuindo para um ambiente de cultivo mais seguro e estavel.

Alguns estudos propdem que a microbiota gastrointestinal de peixes é originaria

do ambiente em que vivem, refletindo a comunidade bacteriana encontrada na agua e no
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sedimento, além disso, a alimentacdo também influencia significativamente na composic¢do da
microbiota (WU et al., 2012; GHANBARI; KNEIFEL; DOMING, 2015). Sendo assim, 0 uso
de uma microbiota benéfica crescida nos substratos ou adicionadas via ragdo pode auxiliar no
melhor desempenho dos peixes.

Apos a selecdo das bactérias através dos testes descritos acima, foram montados
dois consorcios: o primeiro foi constituido pelas bactérias nitrificantes, que foi utilizado no
tratamento T4; e o segundo foi formado por bactérias pertencentes as BHC, constituidos por
Bacillus sp. Esse consorcio foi empregado no tratamento T3, como iniciador do perifiton, e no
tratamento T5 adicionado via racdo. A seguir estdo os resultados do teste in vivo utilizando

esses consorcios bacterianos.
4.1.9.2 Bactérias nitrificantes
Na Tabela 17 encontram-se os resultados enziméticos e de formacdo de biofilme
dos representantes das bactérias nitrificantes selecionadas para a realizacdo do teste de

antagonismo.

Tabela 17 - Caracterizacdo das cepas bacterianas nitrificantes selecionadas para o teste
de antagonismao.

Cepas Identificacdo Gram Enzimas Agregacdo EPS
NO2  Rhizobium rosettiformans - - + -
NO03 Brevibacterium sp. + Lip-Fosf-Gel-Cel + +
NO04 Hydrogenophaga sp. - - - -
NO7 Pseudomonas sp. - Cas-Lip-Fosf + +
N14 Thauera phenylacetica - - - -
N21 Thauera phenylacetica - Ami-Lip-Fosf-Cel + +
N25 Buttiauxella agrestis - Ami-Lip-Fosf-Cel + +
N28 Enterobacter sp. - Cas-Ami-Lip-Fosf + +
N36 Brevundimonas sp. - Lip-Fosf + +
N40 Burkholderia sp. - Cas-Lip-Fosf-Gel + +

Fonte: elaborada pela autora.
Cas = Caseinase; Lip = Lipase; Gel = Gelatinase; Fosf = Fosfolipase; Cel= Celulase

Na Tabela 18 estdo os resultados do teste de antagonismo in vitro entre as cepas

nitrificantes. A partir desse teste varias combinagdes podem ser feitas.
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Tabela 18 - Resultado do teste de antagonismo entre as cepas de bactérias representantes das
nitrificantes.

Cepas NO2 NO3 NO04 NO7 N14 N21 N25 N28 N36 N40
R. rosettiformans NO2 * - + - - - - - - -
Brevibacterium sp. NO3 * - + - - - - - -
Hydrogenophaga sp.  N04 * - + + - - - +
Hydrogenophaga sp.  NO7 * - + - - - -
T. phenylacetica N14 * + - + + -
T. phenylacetica N21 * - - - -
B. agrestis N25 * - - +
Enterobacter sp. N28 * - -
Brevundimonas sp. N36 * +
Burkholderia sp. N40 *

Fonte: elab_orada pela_autora. . N
- Antagonismo negativo; +: Antagonismo positivo.

De acordo com os resultados do teste de antagonismo foram eleitas as seguintes
cepas para compor o consorcio: Rhizobium rosettiformans (N2), Brevibacterium sp. (N3),
Thauera phenylacetica (N21), Buttiauxella agrestis (N25), Enterobacter sp. (N28) e
Brevundimonas sp. (N36).

Os critérios adotados para a construgdo do consorcio, além do resultado negativo
de antagonismo, foram os resultados obtidos no teste enzimatico e formacdo de biofilme
(TABELA 17). Sendo eleito o0 maximo de cepas possiveis que apresentaram os melhores
resultados enzimaticos, para serem aplicados no cultivo de tilapia do Nilo como iniciadoras
do perifiton, formando o tratamento T4.

A producdo de enzimas extracelulares pelas bactérias, como as proteases, tem sido
relatada como sendo promissor nos processos de biorremediacdo (ALY; MOHAMED; JOHN,
2008).

O uso de consorcio de bactérias nitrificantes tem sido relatado como sendo mais
eficiente do que o uso de culturas puras, além de formarem biofilmes mais estaveis
(STEINMULLER; BOCK, 1976; KUMAR et al., 2013).

4.2 Delineamento experimental 2
4.2.1 Qualidade de agua
As variaveis fisico-quimicas da agua ndo variaram significativamente entre 0s

tratamentos ao longo do periodo de cultivo (TABELA 19). Os valores médios de temperatura
(29,1 + 0,18°C), pH (8,67 + 0,2) e oxigénio dissolvido (6,6 + 0,5 mg L™) de todos os
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tratamentos estdo dentro da faixa adequada para o crescimento de tilapia do Nilo
(REBOUCAS et al., 2016; HAQUE et al.,, 2013). A introducdo de substratos para o

desenvolvimento do perifiton espontaneo, assim como a inclusdo de bactérias no sistema de

cultivo ndo alterou a qualidade de 4gua, mantendo estaveis 0s parametros.

Tabela 19 - Variaveis de qualidade de agua dos tanques de cultivo de tilapia do Nilo nos diferentes
tratamentos empregados ao longo do periodo experimental.

Variavel T1 T2 T3 T4 TS5
Temp. (°C) 29,1429 20,4 +2,9 20,0 +2,9 29,3427 20,0 +2,9
pH 8,60 + 1,31 8,41 + 1,34 8,89 + 1,25 8,55 + 1,28 8,85+ 1,19
(()r’:];gf_r_'l';’ 6,92 + 3,02 6,84 + 2,75 5,68 + 3,05 6,45+ 2,75 7,14 + 3,10
Alcalinidade
(méoiil o  12667£1658  12081+1046  12400+1215 13136387 123081459
CaCO03)
Dureza total
(mgLleq 14697 +3434  151,94+4162  14316+37.44  150,52+4519 140,81 + 32,39
CaCO3)
(n']\gAE . 0059+0024  0055+0025 0,057 +0,037 0,061 + 0,015 0,053 + 0,031
(:gr'LtS) 0,006 +0,002b 0002+0,00lc 0018+0006a 0013+0008ab  0,05+0002b
Nitrato
(ngls) 0000300001 00011400001  0,00000 0,0032 + 0,0002 0,00 0,00
O(r;‘:goiff‘)to 0,15 + 0,07 0,18 + 0,08 0,19 + 0,13 022+012 0,18+ 0,10

Fonte: elaborada pela autora.
Para cada variavel, letras diferentes na mesma linha indicam que hé diferenca significativa entre as médias pelo teste de
Tukey (p<0,05); Auséncia de letras representa falta de significancia estatistica (ns:p>0,05).

A alcalinidade total variou de 123 a 131 mg L, no entanto ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. O mesmo padrdao foi observado para dureza total, a qual
variou de 140 a 151 mg L. Tanto a alcalinidade da 4gua como a dureza total permaneceram
sempre acima do minimo recomendado para o cultivo de tilapias, ndo sofrendo influéncia em
relacdo a presenca de perifiton (CAVALCANTE et al., 2014).

Os compostos nitrogenados, nitrogénio amoniacal total (NAT) e nitrato, nédo
apresentaram diferenga significativa entre os tratamentos. Enquanto, as concentragdes de
nitrito foram maiores no tratamento T3 (0,018 mg L™), diferindo significativamente dos
tratamentos T1, T2 e T5. O uso dos consdrcios bacterianos como iniciador do perifiton

domesticado, nos tratamentos T3 e T4, também contribuiram para a manutencdo dos
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compostos nitrogenados na &gua, ndo trazendo prejuizos para o cultivo. Esses resultados vao
de acordo com os apresentados por Suantika et al. (2012) que verificaram baixos niveis de
compostos nitrogenados na agua de cultivo do camardo M. rosenbergii quando fez uso de
substrato vertical téxtil em conjunto de bactérias nitrificantes.

A aplicagdo de bactérias probidticas via racdo também é reconhecida na literatura
em auxiliar na reducdo de matéria organica na agua de cultivo (HAROUN; GODA; KABIR,
2006). O tratamento T5, o qual foi constituido pela adicdo de consércio de Bacillus sp. na
racdo, também ndo trouxe prejuizos a qualidade de agua. De acordo com Tuan, Duc e Hatai
(2013) bactérias do género Bacillus sp. tem sido utilizado eficientemente na conversdo de
matéria organica da agua de cultivo em biomassa microbiana, a qual é disponibilizada e
pronta para ser consumida pelos animais do cultivo. Ferreira et al. (2015) ndo observaram
diferenca significativa nos parametros de qualidade de agua, quando cultivaram a espécie
Penaeus vannamei em sistema de bioflocos alimentados com racgéo adicionada de um mix de
Bacillus sp. probidticos isolados dos flocos microbianos.

Haque et al. (2013) em sistema de policultivo de tilapia (Oreochromis niloticus) e
camardao (Macrobrachium rosenberguii) na presenca de substrato para desenvolvimento de
perifiton espontaneo observaram baixas concentracdes dos compostos nitrogenados na agua.

O mesmo foi observado pelos autores Suantika, Turendro e Situmorang (2017), o
qual estudaram o efeito da adicdo de bactérias nitrificantes combinado com uso de substrato
tridimensional de bamboo no cultivo do camardo Macrobrachium rosenberguii em sistema de
cultivo indoor, e constataram que houve reducdo do acimulo de nitrogénio inorganico toxico
em nitrato, mantendo baixos niveis de aménia e nitrito.

A concentracdo de ortofosfato também se manteve estavel independente do
tratamento utilizado, ndo havendo diferenca significativa. No entanto, pode-se observar que
os valores de ortofosfato foi numericamente maior no tratamento T4 (0,22 mg L), onde o
perifiton foi iniciado pelo consércio de bactérias nitrificantes. Esse resultado sugere que
nesses tanques havia uma maior taxa de mineralizacdo de matéria organica pelas bactérias
heterotroficas, liberando mais ortofosfato para a agua.

De acordo com Hasan et al. (2012) a qualidade de &gua em corpos hidricos
naturais Iénticos é fortemente influenciado pelos processos autotroficos e heterotroficos. Nos
sistemas baseados em perifiton, a estreita ligagdo entre 0s processos autotroficos e
heterotroficos nos substratos perifiticos aceleram o ciclo dos nutrientes, influenciando
positivamente a qualidade de agua.

De acordo com o Grafico 7, o primeiro pico de amonia na dgua de cultivo dos
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juvenis de tilapia ocorreu na segunda semana, em todos os tratamentos empregados. No
entanto, os maiores valores foram observados nos tratamentos T1 e T5, sendo iguais a 0,084 e
0,081 mg L, respectivamente. Nesses tratamentos ndo havia a presenca de substratos para o
desenvolvimento do perifiton (espontaneo ou domesticado). No decorrer do experimento, as
concentracdes de NAT seguiram padréo semelhante de variagcdo entre os tratamentos, e na
ultima semana foi observado aumento em todos os tratamentos, com excecdo do T5, o qual
apresentou menor valor (0,064 mg L™), entretanto, as diferencas ndo foram significativas
(p>0,05).

Gréafico 7 - Acompanhamento semanal dos compostos nitrogenados na agua de
cultivo de juvenis de tilapia do Nilo.
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Fonte: elaborado pela autora.

Enquanto a concentragdo de nitrito, entre a primeira e segunda semana, foi maior
no tratamento T4 (0,052 mg L), indicando a atividade do consorcio bacteriano nitrificante

adicionado como iniciador do perifiton. A quantidade de amoénia presente no cultivo
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provavelmente era convertida rapidamente em nitrito pelas bactérias presentes no perifiton
domesticado. Alguns autores relatam que o crescimento das bactérias nitrificantes € mais lento
em comparacao ao das heterotroficas (FURTADO; POERSCH; WASIELESKY, 2015). Dessa
forma, pode-se observar que a adicdo de bactérias nitrificantes nos sistemas baseado em
perifiton oferece vantagens ao cultivo de peixes, uma vez que o processo de nitrificacdo ja é
iniciado logo nas primeiras semanas, diferente dos demais tratamentos que dependem do
desenvolvimento das bactérias nitrificantes para que ocorra 0 processo.

O pico da concentracdo de nitrato foi observado na terceira semana em todos 0s
tratamentos, com excec¢do do T5. As concentracfes de nitrato na agua em todos os tratamentos
sempre ficaram abaixo das recomendac@es para o cultivo de tilapia. Isso pode ter ocorrido,
provavelmente, por causa do processo de desnitrificacdo que estava ocorrendo em todos 0s
tanques, independente do tratamento empregado. Assim, o nitrato formado era logo
transformado em nitrogénio gasoso. Outra possibilidade era a assimilacdo pela biomassa
fitoplanctonica presente na dgua e nos substratos, uma vez que essa é a forma nitrogenada

rapidamente assimilada pelos vegetais.

4.2.2 Desempenho zootécnico

A sobrevivéncia dos peixes ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos empregados, no entanto, o tratamento T3 apresentou, numericamente, a menor
taxa de sobrevivéncia em relacdo aos demais tratamentos.

Os peixes dos tratamentos T2 e T4 apresentaram peso médio final significamente
maiores (p<0,05) que os demais tratamentos (TABELA 20), 39,24 + 0,95 e 39,48 + 11,19 g,

respectivamente.
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Tabela 20 - Desempenho zootécnico dos juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) nos
diferentes tratamentos empregados ao longo do periodo experimental.

Varivel T1 T2 T3 T4 TS
Sobrevivéncia (%) 75,00 £ 16,6 74,99 £ 12,5 62,50 + 6,25 72,00 £5,7 70,83+ 6,7
Peso médio (g) 3318+4,17b' 3924+095a 31,84+772b 3948+11,19a 33,68+292b
P{g‘jﬁ.‘;{jg?ge 838+198ab  991+238a  669+113b  7,75:350b 810154 ab
FCA 1,10£009b  101+013¢c  132+012a  119+025b  1,14+007b
TEP 241+£020ab  260+037a  200£020b  233+048ab  2,32+0,2lab
TCE (% dia ) 441+034a  464+036a  416+019b  417+054b  4,34£030ab
Comp”(rg;?to final 11,78 + 0,54 12,74 +1,01 12,18 + 1,20 12,89 + 1,04 12,16 + 0,41
indice de

. . 51,39+9,96b 59,87+14,79b 70,63+18,09a 6887+956a 67,06+12,75a
uniformidade (%)

Fonte: elaborada pela autora.
Para cada varidvel, letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa entre as medias pelo teste de
Tukey (p<0,05); Auséncia de letras representa falta de significancia estatistica (ns: p>0,05).

A presenca de placas para desenvolvimento do perifiton se mostrou eficiente
como suplemento para o crescimento dos peixes nos tratamentos T2 e T4, porém ndo foi
eficiente no tratamento T3.

Diversos autores relatam que a presenca de bactérias crescidas nos substratos
submersos é a responsavel pelo aumento do crescimento dos organismos cultivados, seja
peixe ou camardo, e que o perifiton funciona como suplemento dietético, aumentando o
desempenho zootécnico e a producdo de enzimas digestivas (ANAND et al., 2013b). Suantika,
Turendro e Situmorang (2017) conseguiram maior crescimento e desempenho do camardo
Macrobrachium rosenbergii ao fazer adigdo de bactérias nitrificantes combinado com uso de
substratrato tridimensional de bamboo no cultivo.

O peso final dos peixes do tratamento T5, o qual foi alimentado com racédo
adicionada de cepas probioticas, foi numericamente maior do que os do T1 e T3, apesar de
ndo apresentarem diferenca estatistica. O consdrcio microbiano adicionado na racao aplicada
no tratamento T5 foi 0 mesmo utilizado para a formacdo do perifiton do T3. Pode-se inferir
que o consorcio bacteriano trouxe mais beneficios quando administrado na ragdo como
probidtico, do que quando adicionado para formacdo do perifiton. A oferta de racéo foi feita

diariariamente, enquanto para a formagéo do perifiton esse consorcio foi adicionado em um
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unico momento no cultivo, que foi no inicio para a formacao do perifiton. Provavelmente, se a
adicdo desse consorcio nos tanques do tratamento T3 tivesse sido realizado diariamente ou
semanalmente, teria ocasionado efeito positivo sobre o desempenho dos peixes.

Ferreira et al. (2015) ao cultivar a espécie de camardo Penaeus vannamei
alimentados com ragéo adicionada de Bacillus sp. oriundos de flocos microbianos em sistema
com bioflocos, ndo encontraram diferenca significativa no desempenho zootécnico dos
animais em relacdo ao controle. Relacionaram esse resultado com a baixa concentracdo do
probiGtico adicionada na ragdo (1 x 10* UFC mL™) e as boas condi¢des de cultivo. Apesar de
ndo terem encontrado beneficios no crescimento dos camardes, 0s autores constataram
melhorias nos parametros imunoldgicos avaliados, obtiveram aumento na contagem total de
hemacitos, proteina total entre outros. Concluiram que o uso de cepas de Bacillus sp. isoladas
do bioflocos adicionada via ragdo podem proporcionar maior protecao aos crustaceos contra
infeccdes.

O uso de cepas probidticas tem sido empregado em diversos cultivos de peixes, na
tilapicultura tem trazido diversos efeitos benéficos no crescimento e no sistema imune,
fortalecendo as tilapias contra diversas enfermidades (ALY; MOHAMED; JOHN, 2008;
ETYEMEZ; BALCAZAR, 2016).

A produtividade do pescado foi significativamente maior nos tanques do
tratamento T2, constituido pelo perifiton formado espontaneamente, diferindo dos tratamentos
T3 e T4, formado pelo perifiton desenvolvido a partir da inoculacdo dos consércios
microbianos. Ja a produtividade dos tratamentos T1 e T5 ndo diferiram. Esses resultados vao
de acordo com Asaduzzaman et al. (2009a) que constataram incremento de 16% na
produtividade de tilapia quando cultivada na presenca de substrato.

O resultado do fator de conversdo alimentar (FCA) foi maior no tratamento T3,
sendo igual a 1,32, diferindo significativamente dos demais tratamentos. E o menor valor foi
obtido no tratamento T2 (1,01). J& os tratamentos T1, T4 e T5 ndo diferiram entre si. Yu et al.
(2016) constataram que a suplementagdo dietética da carpa capim com uso de complexos
microbianos crescidos no substrato teve efeito positivo no ganho de peso, no fator de
conversdo alimentar e na taxa de crescimento especifico.

A taxa de eficiéncia proteica (TEP) foi significativamente (p<0,05) maior e
melhor no tratamento T2, diferindo do T3. No entanto, ndo diferiu do T1, T4 e T5. O sistema
de cultivo constituido pelo perifiton espontaneo (T2), perifiton formado pelas bactérias
nitrificantes (T4) e pela adicdo do probidtico via ragdo (T5) contribuiu para o maior

aproveitamento da proteina presente na racdo, diminuindo, dessa forma, o aporte de
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nitrogénio em forma de amonia para a 4gua de cultivo.

Os peixes do tratamento T1 e T2 apresentaram maior taxa de crescimento
especifico, quando comparados com os peixes do T3 e T4. Nédo apresentando diferenca
estatistica para o T5. A presenca do perifiton espontaneo foi melhor para o crescimento
especifico (T2), assim como o cultivo em &guas verdes sem perifiton (T1) e o cultivo com a
presenca do probidtico via ragdo (T5). Asaduzzaman et al. (2009a) ao cultivar tilapia do Nilo
na presenca de substrato para desenvolvimento de perifiton espontaneo obtiveram incremento
de 5% do crescimento especifico. Zhou et al. (2010) obtiveram tildpias com melhores
resultados de crescimento especifico ao fazer inclusdo de Bacillus coagulans no cultivo.

As tildpias ndo apresentaram diferenca significativa no comprimento final,
independente do tratamento empregado. O comprimento final variou de 11,78 + 0,54 a 12,89
+1,04 cm.

Em relagdo ao indice de uniformidade, os tratamentos T3, T4 e T5 ndo diferiram
entre si. No entanto, apresentaram diferenca significativa em relagdo ao T1 e T2. Dessa forma,
pode-se inferir que a adicdo dos consércios microbianos, seja como formador de perifiton ou
como probiodtico via racdo, ndo influenciou de forma negativa o bem-estar das tilapias, ao
contrério, contribuindo para o crescimento mais uniforme.

A presenca das bactérias empregadas para formacéao do perifiton no tratamento T4
(Rhizobium rosettiformans, Brevibacterium sp., Thauera phenylacetica, Buttiauxella agrestis,
Enterobacter sp. e Brevundimonas sp.) e adicionadas via racdo no T5 (mix de Bacillus sp.)
ndo trouxeram prejuizos ao desempenho zootécnico dos peixes. Uma das explicacdes
possiveis pode ser porque algumas dessas espécies bacterianas utilizadas na formacgdo dos
consorcios sdo comumente isoladas da microbiota intestinal da tilapia. Além disso, foi
comprovado o efeito probiotico das cepas de Bacillus sp. utilizadas. Esta bem estabelecido
que as bactérias do intestino desempenham um papel importante no metabolismo do
hospedeiro, auxiliando no desenvolvimento do epitélio intestinal, sistema imune e na
expressao induzida por genes, além de protegerem o hospedeiro contra colonizagdo por
patdgenos intestinais (JIANG et al., 2011).

O consorcio de Bacillus sp. ndo foi eficiente quando utilizado na formacdo do
perifiton empregado no tratamento T3. Possivelmente pode ter ocorrido efeito antagbnico
desse mix bacteriano contra outros microrgansimos importantes na constitui¢cdo do perifiton,
gue auxiliariam no melhor desempenho das tilapias. Ja foi comprovado o efeito inibitério de
Bacillus sp. contra inumeras bactérias, seja através da producdo de compostos

antimicrobianos, como bacteriocinas, ou pela competicdo por espaco e nutrientes (ALY;
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MOHAMED; JOHN, 2008; CHEN et al., 2016; ETYEMEZ; BALCAZAR, 2016).

4.2.3 Hematologia

4.2.3.1 Eritrograma

A analise dos parametros hematoldgicos € uma boa ferramenta para determinar a
salde dos organismos cultivados. As variacdes dos parametros vdo depender da espécie de
peixe, idade, maturacdo sexual, condicdo de saude (DHANALAKSHMI,
RAMASUBRAMANIAN, 2017; VAZQUEZ; GUERRERO, 2007) e tipos de cultivo
empregado.

No Grafico 8 estdo apresentados as médias dos valores de eritrocitos dos juvenis
de til&pia do Nilo nos diferentes tratamentos. Houve diferenca significativa (p<0,05), onde os
peixes do tratamento T5 apresentaram maior valor de eritrocitos (3,35 = 0,57 x 10° pL) em

comparagdo com os demais.

Gréafico 8 - Valores médios da concentracdo de eritrocitos dos juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus).
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Fonte: elaborado pela autora.

O tratamento T4, apresentou contagem de eritrdcitos igual a 2,33 + 0,83 x10° pL,
diferindo significativamente do T3, que teve menor valor de contagem, 1,39 + 0,39 x10° pL.
No entanto, ndo diferiu dos tratamentos T1 (1,92 + 0,45 x10° uL) e T2 (1,85 + 0,39 x10° pL).

Os eritrocitos sdo as ceélulas mais abundantes na circulagdo sanguinea da maioria
dos peixes (VAZQUEZ; GUERRERO, 2007). Sendo responsaveis pelo transporte de oxigénio
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e gas carbdnico por meio da combinagdo da hemoglobina com o O., formando a
oxihemoglobina nos 6rgdos respiratorios e ocorrendo a posterior troca pelo CO2 tecidual
(RANZANI-PAIVA, 2007; RANZANI-PAIVA et al., 2013). Dessa forma, caso ocorra alguma
deficiéncia nos eritrocitos pode ocorrer falta de oxigénio nos tecidos, além disso, a analise
dessas células auxilia no diagnostico de anemias nos organismos cultivados.

Alguns probidticos podem aumentar o ndmero de eritrocitos, granuldcitos,
macrofagos e linfocitos em varios peixes (AKHTER et al., 2015). Como foi observado na
presente pesquisa, a adicdo de Bacillus sp. na racdo elevou a contagem de eritrocitos no
sangue das tilapias. O mesmo foi observado no tratamento T4, com uso de bactérias
nitrificantes heterotréficas para formacédo do perifiton.

Os valores de hematdcrito ndo diferiram significativamente (p>0,05) entre 0s
tratamentos empregados, assim como os valores de hemoglobina (TABELA 21). Esses valores
de hematdcrito encontrados na presente pesquisa estdo abaixo dos encontrados por Aly,
Mohamed e John (2008) em tilapias alimentadas com racdo adicionada de probidtico.
Feldman, Zinkl e Jain (2006) estabeleceram que o intervalo do hematdcrito entre 20 a 45% e a
concentracdo de hemoglobina entre 5 e 10 g/dL sdo considerados valores normais para peixes
saudaveis. Dessa forma, pode-se afirmar que as tilapias da presente pesquisa estavam em

otimo estado de saude.

Tabela 21 - Valores médios do hematocrito (HTC), hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM).

Parametros Tratamentos
T1 T2 T3 T4 15
HTC (%) 20,25+ 4,60 20,00 £ 1,22 23,42 +£5,00 21,50 +1,80 23,00+1,95
Hb (g dL™) 5,22 +1,60 5,63+0,83 6,58 + 0,50 5,27+0,32 6,62 0,84

VCM (fL)  107,67+26,62b 111,36+2114b 16566+1505a 100,54+36,7b 7283+491b
HCM (pg)  30,11+390bc  3477+536c  51,62+734a 2658+689bc 20,87+232b

CHCM (gdL?) 2589+273a 28,14 +3,83 a 29,89+7,18a 2530+268a 2832+321a

Fonte: elaborada pela autora.

HTC (%): hematdcrito; Hb (g dL™): hemoglobina; VCM (fL): volume corpuscular médio; HCM (pg): hemoglobina
corpuscular média; CHCM (g dL1): concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Para cada variavel, letras diferentes na
mesma linha indicam que ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05); Auséncia de letras representa
falta de significancia estatistica (ns: p>0,05).

De acordo com Martins et al. (2008) a diminuigdo da contagem de células
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sanguineas vermelhas e hematocrito indicam que os eritrocitos estdo sendo afetados ou
destruidos com alguma infec¢do. No presente trabalho ndo foi observado diminuicdo dessas
variaveis, ao contrario, pode-se observar um aumento dos pardmetros nos tratamentos onde se
fez adicdo das bactérias, apesar de ndo ter havido diferenca significativa. Com excecao da
contagem de eritrocitos do tratamento T3, que apresentaram valores mais baixos.

O volume corpuscular médio (VCM) e a hemoglobina corpuscular média (HCM)
dos peixes pertencentes ao tratamento T3 foram significativamente (p<0,05) maiores do que
os demais tratamentos. A contagem de eritrocitos é utilizada para o célculo dessas duas
variaveis, interferindo de forma direta nos resultados obtidos.

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) ndo apresentou
diferenca estatistica entre os tratamentos.

Esses indices hematimétricos sdo utilizados para classificacdo de anemias,
variando de acordo com as relagfes entre contagem de eritrocitos, hematdcrito e hemoglobina,
que podem sofrer alteracbes dependendo da situacdo de estresse sofrida pelo animal
(RANZANI-PAIVA et al., 2013). Os animais analisados ndo apresentaram quadro de anemia.
Esse resultado demonstra que os Bacillus sp. que apresentaram atividade B-hemolise
utilizados nos tratamentos T3 e T4 ndo trouxeram prejuizos hematoldgicos as tilapias. De
acordo com Vesterlund et al. (2007) a hemdlise é um fator de viruléncia comum entre 0s
patdgenos, facilita a disponibilidade de ferro para os micro-organismos e causa anemia e

edema no hospedeiro.

4.2.3.2 Leucograma

Os valores de leucdcitos foram maiores no sangue dos peixes do tratamento T4 e
T5, sendo iguais a 2,45 + 0,93 e 2,55 + 0,29 x10* pL, respectivamente, sem diferenca
significativa entre eles (p>0,05; GRAFICO 9). No entanto foram diferentes estatisticamente

dos demais tratamentos (p<0,05), os quais apresentaram menores valores.
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Gréafico 9 - Leucacitos totais dos juvenis de tilapia do Nilo sob diferentes
tratamentos.
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Fonte: elaborado pela autora.

Os leucocitos também definidos como globulos brancos séo as células sanguineas
responsaveis pela defesa humoral celular do organismo (TAVARES-DIAS et al., 1999;
TAVARES-DIAS; MORAES, 2007), os quais utilizam a via sanguinea para realizar o
monitoramento de possiveis infec¢des e danos teciduais (SATAKE et al., 2009).

A contagem elevada de leucocitos no tratamento T4 e T5 indica um aumento no
fortalecimento do sistema imune das tilapias. As bactérias utilizadas nesses tratamentos
trouxeram beneficios para o sistema de defesa organica dos peixes. De acordo com
Nakandakare et al. (2013), o fornecimento de bactérias com capacidade probiética na dieta
pode provocar imunoestimulacdo, ocasionando um alerta/preparo para possiveis infeccoes.
Apesar dos autores ndo terem observado alteracdo nos parametros sanguineos de células
brancas com o fornecimento do probi6tico B. subtilis e B. cereus na dieta de juvenis de tilapia
do Nilo, indo contréario aos resultados encontrados na presente pesquisa. Enquanto Jatoba et al.
(2011) observaram aumento do ndmero de leucécitos em tilapias alimentadas com probioticos.

Pode-se observar que a adi¢cdo ndo somente de bactérias na dieta (T3), mas como
iniciador do perifiton, representado pelo tratamento T4, trouxe melhorias para o sistema de
defesa organica das tilapias.

Na Tabela 22 esta apresentado a contagem diferencial dos leucdcitos dos juvenis
de tildpia do Nilo. Para a contagem dos linfdcitos, pode-se observar que os peixes do
tratamento T3 e T4 ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). Exibiram maiores
valores, 68,00 + 2,63% e 69,00 £ 3,02 %, diferindo (p<0,05) do tratamento T1.
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Tabela 22 - Contagem diferencial de leucocitos do sangue dos juvenis de tilapia do Nilo apds o cultivo
empregando os diferentes tratamentos.

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 T5

Parametros

LINFOCITOS (%) 59,20+340b 59,90+4,88ab 6800+263a 69,00+3,02a 63,90+5,27ab

NEUTROFILOS (%) 34,20 £ 9,49 33,85+9,2 27,50 + 10,20 27,30+ 6,11 30,50 + 4,65

MONOCITOS (%) 3,00+0,80 2,80+0,80 2,70+ 0,81 2,50 £ 0,45 2,80+0,7
EOSINOFILOS (%) 2,65+0,05 2,51+1,00 0,89+0,05 0,70 +0,04 1,60 + 0,80
BASOFILOS (%) 0,95+0,05 0,94 £0,05 0,91+0,05 0,50 £ 0,20 1,20 £ 0,55

Fonte: elaborado pela autora.
Para cada variavel, letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey
(p<0,05); Auséncia de letras representa falta de significancia estatistica (ns: p>0,05).

Os linfocitos possuem diversas fungdes no organismo, todas de extrema
importancia para o sistema imunitario, interagindo em um complexo de células e moléculas
especificas, tendo por funcdo reconhecer agentes agressores defendendo o organismo de sua
acdo, a fim de manter a integridade e equilibrio do mesmo, dividindo-se em trés tipos:
linfocitos T, B e NK (NETO et al., 2009). Sdo importantes na producdo de anticorpos e
resposta celular humoral, representando a quase totalidade dos leucécitos (FALCON et al.,
2008).

Elevados valores de linfocitos e leucocitos foram obtidos em tilapias cultivadas
com adicéo de bactéria acido-lacticas via racdo (JATOBA et al., 2011). Esses mesmo autores
afirmaram que esse aumento nesses dois parametros hematoldgicos pode ser interessante para
resposta inespecifica em relacéo as infeccGes. Falcon et al. (2008) relataram que tilapias, pos-
estresse térmico, tiveram queda no ndmero de células brancas e nos linfocitos. Os autores
afirmaram que houve prejuizo nas fungbes fagocitarias das células, aumentando a
susceptibilidade & invasdo microbiana, permitindo que infecgdes se propaguem. Assim, pode-
se afirmar que os peixes tratados com adicdo de bactérias, seja para formagéo do perifiton ou
adicionada via ragdo ndo causaram estresse aos animais cultivados, uma vez que ndo houve
diminuicdo da contagem das células brancas no sangue.

A contagem de neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e basofilos ndo diferiram entre
os tratamentos empregados. A adicdo de bactéria no cultivo, seja para formar perifiton ou
como probidtico via ragdo, ndo influenciou na contagem dessas variaveis. Nem a presenca de

perifiton espontaneo.
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Na Figura 14 estdo ilustradas a morfologia de algumas células sanguineas da
tildpia do Nilo. As células sanguineas mais encontradas foram os eritrocitos (figura a),
apresentando formato oval a elipsoidal com nucleo central; os linfocitos foram
predominantemente arredondas, de tamanho variado, com citoplasma basofilico e sem
granulagdes visiveis (e); os neutrofilos apresentaram-se com formato arredondado com nicleo
em forma de bastonete (c e d); e os mondcitos sdo celulas grandes de formatos esféricos (f)
(SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

Figura 14 - Morfologia dos leucdcitos dos juvenis de tilapia do Nilo.

Fonte: elaborado pela autora.
a) Eritrocito; b) Basofilo; ¢ e d) Neutrdfilo; ) Linfdcito; f) Mondcitos.
Fonte: Autor

4.2.3.3 Proteina plasmatica total

No Grafico 10 estdo apresentados os valores da proteina plasmatica total (PPT)
das tilapias. O tratamento T5 apresentou maior valor, 3,84 + 0,46 g dL, apresentando
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diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos demais tratamentos, 0s quais néo diferiram
entre si (p>0,05).

Gréfico 10 - Proteina plasmatica total dos juvenis de tilapia do Nilo.
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Fonte: elaborado pela autora.

Abdel-Tawwab, Abdel- Rahman e Ismael (2008) observaram incremento e
melhoria nos niveis de proteina plasmatica total em tilapias do Nilo alimentadas com racédo
adicionadas do probiotico Saccharomyces cerevisiae em relagdo ao controle. Concluiram que
a determinacdo desse pardmetro € importante para o diagndstico em peixes, ja que se
relaciona ao estado nutricional geral e com a integridade do sistema vascular e funcédo
hepaética.

El-Rahman, Khattab e Shalaby (2009) determinaram aumento da proteina
plasmatica total nas tilapias do Nilo quando os peixes foram alimentados com dieta
suplementada com M. luteus. Sugerindo que essa bactéria pode elevar o sistema imunoldgico
das tilapias tornando-as mais resistentes quando foram desafiadas com A. hydrophila.

Os valores de PPT de todos os tratamentos encontram-se na faixa de valores
médios de referéncia para tilapia do Nilo saudaveis, com médias de 3,0 a 7,7 g dL™
(FRECCIA et al., 2016).

4.2.4 Desafio in vivo

Apos as 96h de observacdo, pode-se constatar alguns sinais clinicos dos peixes
nos respectivos tratamentos empregados, como pode ser visto na Tabela 23 e Figura 15.
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Tabela 23 - Sinais clinicos observados nas tilapias apds 96h do desafio sanitario com injecéo
intraperitoneal (IP) de A. hydrophila.

Sinais clinicos

Tratamentos n Coloracéo da superficie Hemorragias externas Corrosio
da pele das
Normal Escura Abdbmen Nadadeira  nadadeiras
T1 6 1 5 3 3 2
T2 6 4 2 2 0 1
T3 6 4 2 1 0 0
T4 6 4 2 2 0 1
T5 6 4 2 1 0 1

Fonte: elaborado pela autora.
n: ndmero de animais utilizados no teste.

Pode-se observar que os peixes cultivados no tratamento T1, sem perifiton e sem
probidtico, apresentaram maior nimero de peixes com os principais sinais clinicos observados
por infeccdo de Aeromonas hydrophila, coloracdo escura (n=5; 83,3%), hemorragias externas
no abdémen e nas nadadeiras (n=3; 50%) e corrosdo da nadadeira caudal (n=2, 33,3%).
Enguanto os tratamentos que empregaram substrato para desenvolvimento do perifiton (T2,
T3 e T4) e adi¢do de consorcio de Bacillus sp. via racdo apresentaram um padréo semelhante
dos sinais clinicos monitorados. Assim, a presenca de perifiton espontaneo ou manipulado, e a
adicdo de bactérias probidticas na racdo auxiliaram no melhor desempenho das tilapias
quando infectadas pela bactéria reconhecida em causar patogenia em tilapias.

Aly, Abd-El-Rahman e Mohamed (2008) observaram sinais clinicos de tilapia do
Nilo semelhante ao do presente trabalho, com hemorragias no corpo e nas nadadeiras apds
infeccdo com A. hydrophila.

Anormalidades no comportamento dos peixes descrito por Boijink e Brandao
(2001), como natacdo errética, perda de equilibrio, permanéncia dos peixes na parte inferior

do aquério e perda de apetite ndo foram observados.
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Figura 15 - Imagens das tilapias apos 96h do desafio sanitario com A.
hydrophila.

Fonte: elaborada pela autora.

a) Peixe com coloracdo normal; b) Peixe com colocragdo escura; ¢) Hemorragia na
nadadeira pélvica, nadadeira caudal ruida e coloragdo escura da pele; d) Hemorragia
no abdémen; e) Pontos avermelhados no abdémen; f) nadadeira caudal ruida.

N&do foram observadas mortalidades de tilapias de nenhum tratamento durante o
desafio sanitario das tilapias contra a bactéria Aeromonas hydrophila. Associando 0s
resultados positivos nas analises hematolégicas com 100% de sobrevivéncia dos peixes
oriundos dos tratamentos T3, T4 e T5, pode-se inferir a seguranca e a eficiéncia do uso desses
consorcios microbianos para o cultivo de tilapia do Nilo.

De acordo com Boijink e Branddo (2001) as mortalidades dos peixes vao
depender da viruléncia da estirpe utilizada para causar a infeccdo, estando associada a
producdo de enzimas bem como da atividade citotoxica da propria cepa. A. hydrophila
utilizada no presente trabalho apresentou positividade nos testes enzimaticos in vitro
produzindo protease, amilase, lipase e -hemolise em sangue de carneiro a 5%.

El-Rahman, Khattab e Shalaby (2009) desafiaram tilapia do Nilo contra A.
hydrophila (0,3 mL na concentragdo de 107 células mL™?) cultivadas durante 90 dias com
administragdo de racéo adicionada de Micrococcus luteus e Pseudomonas sp. Detectaram que
a mortalidade dos peixes durante 14 dias apds a injecdo IP com A. hydrophila diminuiu
significativamente em peixes alimentados com dieta suplementado com M. luteus, sendo

elevada quando os peixes foram alimentados com dieta suplementada por Pseudomonas.
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Ja Abdel-Tawwab, Abdel- Rahman e Ismael (2008) avaliaram a resisténcia de
tildpia do Nilo infectada com A. hydrophila injetada intraperitoneal (0,1 mL de A. hydrophila
na concentracdo de 5x10° celulas/mL) ap6s 12 semanas de cultivo alimentadas com produto
comercial a base de Saccharomyces cerevisiae. Os peixes foram mantidos em observacédo
durante 10 dias, para registrar os sinais clinicos e a taxa de mortalidade. O aumento da
levedura na dieta incrementou a sobrevivéncia dos peixes durante o desafio.

Aly, Mohamed e John (2008) identificaram que o0 uso de probioticos durante um
més ofereceu protecdo imediata das tilapias quando desafiadas a A. hydrophila, e o uso por
dois meses pode ser util a longo prazo.

O nivel relativo de protecéo de tilapia do Nilo quando submetidas ao desafio de A.
hydrophila foi significativamente maior quando elas foram tratadas com mix de bactérias (B.
subitilis e Lactobacillus acidophilus) durante um més de cultivo (ALY; MOHAMED; JOHN,
2008).
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5 CONCLUSAO

Como resultado obtido no primeiro experimento, pode-se comprovar a eficiéncia
do perifiton formado espontaneamente sobre a manutencdo da qualidade de agua e melhoria
no desempenho zootécnico dos peixes.

O crescimento do numero total de bactérias heterotréficas no perifiton espontaneo
parece ter um efeito de controle sobre o numero de espécies de género Aeromonas
potencialmente patogénicas para os peixes cultivados. 1sso pode ser indicativo de um efeito
antagonista ou de controle nessa comunidade devido ao aumento da diversidade e competicdo
entre as bactérias que apresentam ampla capacidade na producao de exoenzimas.

E possivel observar uma sucessdo espaco temporal entre 0s micro-organismos
constituintes do perifiton, com maior ou menor abundancia de bactérias, fungos e
fito/zooplancton, ao longo do desenvolvimento da comunidade. Membros do género Bacillus
representaram o grupo bacteriano dominante entre a comunidade de heterotréficas enquanto
gue no grupo das bactérias do ciclo do nitrogénio, as cepas pertencentes ao género
Pseudomonas figuraram como as mais frequentemente isoladas.

A dindmica de fungos foi inversa a das bactérias, com nimeros mais elevados no
inicio da formacdo do perfiton e reducdo ao longo do periodo de cultivo tendo o género
Aspergillus como o mais frequente e abundante no biofilme.

No segundo experimento, o desempenho zootécnico das tilapias nos tratamentos
valida o perifiton espontaneo ou manipulado como uma fonte suplementar eficiente de
alimento para os peixes, favorecendo o crescimento dos animais ao longo do cultivo.

Outro importante aspecto é a via de disposicdo desses micro-organismos para 0s
peixes, sendo que o consorcio formado pelo mix de bactérias do género Bacillus foi mais
eficiente (com melhores resultados de FCA) guando aplicado como probi6tico via racdo (T5)
do que como parte do biofilme. Isto ocorre provavelmente por que a presenca de Bacillus
proporciona efeitos benéficos aos animais cultivados, como melhor aproveitamento da racéo e
melhoria no sistema imune. De acordo com o indice de uniformidade, varidvel relacionada ao
bem-estar animal, a introducdo exdgena de bactérias nos cultivos de juvenis de tilapia
trouxeram melhorias no ambiente.

Do ponto de vista do fortalecimento do sistema imunologico dos animais, 0 uso de
bactérias como iniciadoras do perifiton (T3 e T4) e a adi¢do de probioticos via racdo (T5)
trouxeram melhorias nos parametros hematoldgicos dos peixes quando comparado com 0s

peixes do tratamento T1 e T2. As maiores contagens das células sanguineas de defesa
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orgéanica (leucdécitos) foram detectadas nos peixes do T4 e T5. E a contagem de eritrdcitos e 0
nivel de proteina plasmética total foram mais elevadas no T5. Corroborando com esses
resultados, pode-se observar durante o desafio sanitario, que os peixes cultivados com as
cepas probidticas apresentaram menor ndmero de sinais clinicos apds exposicdo a A.
hydrophila.

O conceito de domesticagdo de micro-organismos benéficos associados ao cultivo
de tilapia do Nilo deve ser extrapolado para outros sistemas de cultivo, como a tecnologia dos
bioflocos (BFT), a fim de testar a eficiéncia dessas bactérias como formadoras dos flocos
microbianos e na manutencdo da estruturagdo dos mesmos. Além disso, € necessario que
novas pesquisas sejam feitas a fim de testar a eficiéncia de outros consorcios microbianos
formados na presente pesquisa como iniciadores do perifiton, tanto bactérias isoladas das
BHCs como das nitrificantes heterotroficas em cultivos de escala comercial, e a aplicacdo em
culturas de outros recursos aquaticos.

A aplicacdo de substratos submersos para desenvolvimento de perifiton no cultivo
de organismos aquaticos ou a adicdo de consdrcios microbianos benéficos nesses sistemas,
possibilitam uma melhor manutencédo da qualidade de agua, a qual pode ser reaproveitada em
outros ciclos produtivos. Além disso, as trocas de agua realizadas sdo minimas, o que
possibilita a diminuicdo da entrada de possiveis patdgenos nos sistemas estabelecidos, e 0
reaproveitamento desse bem téo escasso na regido Nordeste.
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APENDICE A - Identificagio genotipica das cepas selecionads de BHC e Nitrificantes.

CcODIGO

IDENTIFICACAO

SIMILARIDADE

9
24
27
30
31
42
43
44
47
48
51
53
54
57
61
67
70
74

NO1
NO02
NO3
NO4
NOS
NO6
NO7
NO8
NO09
N11
N12
N14
N15
N16
N17
N18
N19
N20
N21
N25
N26
N27
N28
N29
N30
N32

Pseudomonas sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Staphylococcus sp.

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Enterococcus faecalis

Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Burkholderia. sp
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Burkholderia. sp

Rhizobiales

Rhizobium rosettiformans
Brevibacterium sp.

Hydrogenophaga sp.

Hydrogenophaga sp.
Brevibacterium sp

Pseudomonas sp.
Enterobacter sp.

Enterobacteriaceae

Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Thauera phenylacetica

Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Thauera phenylacetica
Buttiauxella agrestis
Thauera phenylacetica

Enterobacteriaceae

Enterobacter sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

100%
99%
100%
100%
97%
100%
100%
100%
99%
100%
100%
99%
100%
98%
99%
99%
99%
96%
89%
100%
100%
96%
99%
100%
100%
100%
100%
99%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
94%
100%
100%
100%
100%
100%
100%




N34
N35
N36
N37
N39
N40

Thauera phenylactetica
Thauera phenylactetica
Brevundimonas sp.
Rhizobiales
Pseudomonas sp.
Burkholderia. sp

100%
95%
99%
99%
99%

100%
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APENDICE B - ELETROFORESE DOS ISOLADOS BACTERIANOS PARA
CONFIRMACAO GENOTIPICA (AE B: BACTERIAS NITRIFICANTES; C: BHC).

M N2 N3 N4 N7 N8 N9 NII NI2 N13 NI14 NISNI6 N17 N18 N19 N20 N21 N2

L L e el e el
A

M NI N5 N6 N26 N27 N28 N29 N30 N31 N32 N34 N35 N36N37 N38 N3ON40 P B
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9 24 27 30 31 42 43 44 47 48 51 53 54 57 61 67 70 74
|

M: marcador molecular de 1kb DNA ladder; P: cepa padrdo de Vibrio
parahaemolyticus; B: branco da reacdo.
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APENDICE C- CARACTERIZACAO DOS FUNGOS ISOLADOS DO PERIFITON

TILAPIA DO NILO.

DESENVOLVIDO NATURALMENTE NO SUBSTRATO DURANTE CULTIVO DE

COR COROU X
CEPA | TAMANHO | TEXTURA Centro Meio Borda | MEIO IDENTIFICACAO

1 Médio Aveludada \erde \erde | Branco Né&o Trichoderma
2 Médio Aveludada | Verde \Verde | Branco N&o Trichoderma
3 Grande Algodonosa | Branco | Branco | Branco Sim Absidia

4 Grande Furfurdcea | Verde \Verde | Branco N&o Trichoderma
5 Grande Furfurdcea | Verde \Verde | Branco N&o Trichoderma
6 Grande Furfuracea | Verde Verde | Branco Né&o Trichoderma
7 Grande Furfurdcea | Verde \Verde | Branco N&o Trichoderma
8 Grande Furfuracea | Verde Verde | Branco Né&o Trichoderma
9 Grande Furfurdcea | Verde \Verde | Branco N&o Trichoderma
10 Grande Algodonosa | Verde Verde | Branco Né&o Trichoderma
11 Pequena Penungenta | Verde \Verde | Branco N&o Fusarium
12 Média Arenosa Preto Preto | Branco Né&o Aspergillus
13 Grande Algodonosa | Verde Verde | Branco Né&o Trichoderma
14 Grande Algodonosa | Verde \Verde | Branco N&o Trichoderma
15 Grande Furfuracea | Verde Verde | Branco Né&o Trichoderma
16 Média Arenosa | Amarelo | Preto | Branco Né&o Aspergillus
17 Grande Algodonosa | Verde Verde | Branco Né&o Trichoderma
18 Média Penungenta | Preto Preto | Branco N&o Aspergillus
19 Grande Furfurdcea | Verde \Verde | Branco N&o Trichoderma
20 Grande Algodonoso | Preto Preto | Branco N&o Absidia
21 Medio Arenoso \erde \erde | Branco Né&o Aspergillus
22 Médio Arenosa Preto Preto | Branco N&o Aspergillus
23 Média Arenosa \erde \erde | Branco Né&o Aspergillus
24 Média Arenosa | Amarelo | Amarelo | Branco Né&o Chrysosporium
25 Grande Furfuracea | Verde Verde | Branco N&o Trichoderma




151

COR COROU ~
CEPA | TAMANHO | TEXTURA Centro Meio Borda | MEIO IDENTIFICACAO

26 Média Arenosa \erde \Verde | Branco Né&o Aspergillus
27 Média Arenosa Preto Preto | Branco Né&o Aspergillus
28 Grande Furfuracea | Verde Verde | Branco Né&o Aspergillus
29 Grande Furfurdcea | Branco | Branco | Branco Né&o Chrysosporium
30 Grande Furfurdcea | Branco | Branco | Branco Né&o Chrysosporium
31 Grande Furfuracea | Branco | Branco | Branco Né&o Chrysosporium
32 Média Arenosa Preto Preto | Branco Né&o Aspergillus
33 Média Arenosa \erde \Verde | Branco Né&o Aspergillus
34 Média Arenosa Preto Preto | Branco Né&o Aspergillus
35 Média Arenosa Preto Preto | Branco Né&o Aspergillus
36 Média Arenosa \erde \erde | Branco Né&o Aspergillus
37 Média Arenosa \erde \Verde | Branco Né&o Aspergillus
38 Média Arenosa Preto Preto | Branco Né&o Aspergillus
39 Média Arenosa \erde \Verde | Branco Né&o Penicillium
40 Média Arenosa \erde \erde | Branco Né&o Trichoderma
41 Média Arenosa Preto Preto | Branco Né&o Aspergillus




152

APENDICE D- CARACTERIZACAO ENZIMATICA E FORMACAO DE BIOFILME DAS BHCS.

CEPA Identificacio TAV | TMC | AVC | MRS | GEL | FOSF LIP ELAS | CAS | CEL | AMI “I:::uim :Ieﬁ
1 bilo Firmicutes Nl - - - -
2 Coryrebacierium sp. — H+ - - - - - - - + - - -
3 ASFOmonds sp. — -+ - - - - + - + - - 1] i}
4 Coryrebacierium sp. — H+ + - - - - - - + - - -
3 Filo Proteohacteria NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
] Filo Proteohacteria NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
7 Aeromonar sp. — —++ . . . ] 3 ] + - - - -
] Freudomonas sp. — — - + _ " " ) _ - - - -
L] Freudomonas sp. _ _ - - - + 5 . - + - - -
10 Burkholderia sp. _ e j + j N 3 ] + -
IT Bacillus =p. — — + - - + N - + + + b p
| ] Shigella sp. — H+ ¥ + - _ ] . + - - - -
13 Aeromonar sp. e i - - - ] ¥ . + - - - -
14 Freudomonds sp. _ i - - - ] _ . + - - - -
15 ASFOmonds sp. MI R R R R . + ] + - - - -
12 Coryrebacterium sp. — + . - - j + + + - - - -
13 Serratia sp. NI - - - - - - - + - + - -
4 Bacillus sp. - - + + + _ _ _ + N N N N
26 SIAPHVIGCOCCUS SP. - - - - - ] ] } + - - - -
il Sacillus sp. — - + + - T N N T T T B i
pL.} Bacillus sp. — — + + - + - - - - - P p
L] Coryrebacierium sp. _ —_— - - - j i + + - -
U Saciiius sp. -— -— + - - + + - + + + 1] i}
al SIAPHVIGCOCCUS SP. - —- + + + - - + + - - -

NI: ndo identificado; +++: Aderéncia forte: bactérias aderiram nos trés tubos ou pogos; ++: Aderéncia média, dois tubos; +: Aderéncia
fraca, um tubo; -: Ausente.



CEFA Identificacio TAV | TMC | AVC | MRS | GEL | FOSF LIP ELAS | CAS | CEL | AMI Hen.] He:l:u
carneiro peixe

Jad DaCiiis sp. -— — + - - £ T Z ¥ T T 3 B
30 Bacillus sp. -— +H+ - ¥ T C ¥ ¥ ¥ P B
40 Dacillus sp. — ++ + + _ £ T Z ¥ ¥ T P B
41 Dacillus sp. — +F + - _ £ - Z ¥ ¥ T P B
42 Dacillus sp. — ++ + + _ £ T Z ¥ ¥ T P B
43 Bacillus sp. — =+ + _ - = Z Z T ¥ ¥ F i
44 DaCiiis sp. -— — + - - ¥ Z Z ¥ T T P B
45 Dacillus sp. -— —+ - F - T - Z ¥ . T P i
47 Bacillur sp. — — - + - - - - + _ T n =
43 Dacillus sp. -— ++ + + - - T Z ¥ ¥ T . B
49 Dacillus sp. — ++ - F - Z - Z ¥ T T . i
1] Bacillus sp. — =+ - + T ¥ T ¥ F i
| Bacillus sp. — =+ + + - Z ¥ Z T ¥ ¥ . i
52 Bacillus sp. — =+ + _ - Z ¥ Z T ¥ ¥ - i
ad LHIEPOCOCCUS fascalis | — —- + - - ¥ . . P B
LX) Bacillus sp. — =+ + _ Z T ¥ F i
=6 Coryrebacterium sp. H+ N ¥ N T T T - T -
57 Freudomonas sp. +- H+ ¥ N N I T T .
50 Serratia sp. -— — - - - - - - - + - - -
G Filo Froieobacieria _ ¥ - - I Y T - - i
a6l Euritholderia =p. — —t - - - T ¥ _ T . . . I
6. DaCiiis sp. -— ++ - F . Z T - T T F -
64 LDacillus sp. +H+ - + - + - + + + P ]
0% Filo Frofeobacteria +— = - - N T T N - -
06 Freudomonas sp. —+- - + i _ I . . P
a7 Freudomonas sp. +— = - = - T . ¥ .
] Filo Profzobacteria — N N - - - - -
T Freudomonas sp. - — = - £ ry - y -
M Dacillus sp. - — *
1z Aeromones sp. NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
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NI: ndo identificado; +++: Aderéncia forte: bactérias aderiram nos trés tubos ou pogos; ++: Aderéncia media, dois tubos; +: Aderéncia

fraca, um tubo; -: Ausente.



APENDICE E- CARACTERIZACAO ENZIMATICA E FORMACAO DE BIOFILME DAS BACTERIAS NITRIFICANTES.

Numeragio |  Identificacio molecular TMC | AVC | PROT | AMI | LIP | FOSF | GEL | CEL | %
Nil Fhizehiales --- - - - - - _ - _
Nl Rhizobium rosettiformarns +++ - - - - - - -
N3 Erevibacterium sp. +++ + - - + = - T n
N4 Hydrogenophaga sp. --- - - - - - - - .
NO= Hydrogenophaga sp. -- - - - - - - _
Nia Brevibacterium sp. T+ - - - - - = - .
NOT Freudomonas sp. ++- ¥ = _ T T . . .
NO3 Enterobacter sp. --- - - + T - - -
NO9 Enterchacteriaceas +++ + - - + S _ - -
NII FPreudomonas sp. +++ + ¥ + + + - - g
NI Freudomonas sp. + - T = - = - - - -
N13 Freudomonas sp. - - - - _ - n
NI4 Thauera phenylacetica -—- - _ - .
NI= Freudomonas sp. +++ + + - + T _ - -
Nla Freudomonas sp. - + + - ¥ T - - .
NIT Freudomonas sp. - - T _ + T . - .
NI3 Freudomonas sp. -- - T - + T - - _
NI Freudomonas sp. --+ - + - + > _ - -
NID Freudomonas sp. +++ + + - + T - - _
NIl I hauera prenylacetica -+ + + + T - + _
NI% Duttiarrcella agrestis +++ + + + - T - - _
NI6 Thauera phenylacetica -—- + - - + - = - .
NIT Enterchacteriaceas --- - - - - - _ - -
NI3 Enterobacter sp. + - + T + + T - - -
NID Freudomonas sp. - ++ + _ _ + T . . .
N3 Freudomonas sp. --- - T + - T - - _
NI - - - . _ - -
NiZ Freudomonas sp. - - + - + + T - - _
N d fera phrenylacietica --- - - - . .
N3= Thavsra phenylactefica - ++ F - - + = _ - B
Nio Brevundimonas sp. -+ + + - - + T - - -
N3T Rhizobiales --- - - - - - _ - -
N33 Fieudomonas sp. --- - - - - - - - -
NiD Freudomonas sp. -+- - - -
N4D Burkholderia sp. -+ + + - + = = - -

+++: Aderéncia forte: trés tubos; ++: Aderéncia média, dois tubos; +:

Aderéncia fraca, um tubo; -: Ausente.

154





