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RESUMO

O sistema sustentavel de cultivo moderno se baseia no estimulo da producédo natural,
traduzida em bioflocos ou aglomerados microbianos que se formam na agua, e no controle
microbioldgico pela adi¢do a dieta ou diretamente na 4gua de bactérias probioticas. Bactérias
do género Bacillus sdo as mais empregadas para este propdsito na carcinicultura e se
destacam pela elevada producéo enzimatica de poder inibitdrio a outros microrganismos, pela
capacidade de competicdo por nutrientes e area de adesdo, pela participacdo nos estimulos
imunes e pela contribuicdo no aumento do balango microbiano intestinal atraves da
permanéncia nesta regido. Na presente tese, os resultados obtidos foram apresentados em trés
capitulos: no primeiro, 0 camardo marinho Litopenaeus vannamei foi cultivado em sistema de
bioflocos e foi avaliado o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de fonte de carbono
para atingir quatro relagbes C:N distintas (15:1, 20:1, 25:1 e 30:1) na qualidade da &gua de
cultivo, desempenho do animal e nas concentracbes de bactérias heterotroficas,
qguimioautotroficas e de bactérias do género Vibrio; deste estudo, foram tomados camardes
saudaveis para o isolamento de bactérias presentes no hepatopancreas e estdmago para
selecdo in vitro de possiveis bactérias probioticas a serem usadas no segundo capitulo. No
segundo capitulo, a caracterizacdo morfo-fisiolégica, bioquimica e molecular destas cepas
selecionadas foi realizada e a avaliacdo através de excrecdo das enzimas digestivas protease,
amilase e lipase, da atividade antagbnica contra Vibrio parahaemolyticus, V.alginolyticus, V.
mimicus e Pseudomonas aeruginosa e da formacdo de biofilme. No terceiro capitulo, duas
cepas (IPA 58 e IPA 239) que se mostraram efetivas para as atividades enzimaéticas e
antagonicas aos patdgenos selecionados no segundo capitulo foram ofertadas para pos-larvas
de Macrobrachium rosenbergii durante cultivo experimental por 30 dias, sendo avaliada a
capacidade de modificacdo da microbiota de hepatopancreas e intestino do animal, pela
quantificacdo de bactérias totais, Bacillus spp. e Vibrios spp. De uma colecdo heterogénea
isolada de 107 isolados bacterianos do hepatopancreas e estbmago de Litopenaues vannamei,
apenas 20 foram positivos para as atividades de enzimas digestivas que funcionou como teste
de selecdo inicial e foram identificadas bactérias dos géneros Bacillus e Shewanella. As cepas
Bacillus amyloliquefaciens IPA 24, B. subtilis IPA 56, Bacillus sp. IPA 58, B. pumilus IPA
122 e B. amyloliquefaciens IPA 239 competem por substrato e produzem biofilme, apesar de
apresentarem baixo padrdo de sinergismo. Durante o experimento, IPA 58 manteve a
caracteristica de modificar a microbiota do camardo e ser mais eficiente na aderéncia tanto do

hepatopancreas quanto do intestino, compatibilizando com os resultados de producdo de



biofilme; IPA 239 atuou como biocontrole, minimizando a presenca de vibrios na dgua e no
animal, foi eficiente na melhoria dos pardmetros de desempenho de PL de M. rosenbergii,
além de ser uma espécie recente como probiotico na carcinicultura. Por fim, as cepas de
Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus amyloliquefaciens IPA 239 podem ser utilizadas como
probidtico em cultivo de PL de M. rosenbergii pela modificacdo e permanéncia na microbiota
do hepatopancreas e intestino do camardo no periodo avaliado, e promogéo do crescimento do

animal.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei. Macrobrachium rosenbergii. Bacillus. Probidtico.

Camarao.



ABSTRACT

Modern farming systems are based on the stimulation of natural production, composed
of bioflocs, microbial agglomerates that form in the water, and microbiological control by the
addition of probiotic bacteria in the diet or directly on the water. Bacteria of the genus
Bacillus are the most used for this purpose in shrimp farming, and are notable for the high
enzymatic production of inhibitory potency to other microorganisms, the ability to compete
for nutrients and adhesion area, their participation as immunological stimulants and their
contribution in increasing intestinal microbial balance through the colonization in this region.
Thus, the results obtained during the PhD course are presented in three chapters: in the first,
the marine shrimp Litopenaeus vannamei was cultivated in a biofloc system and evaluated the
effect of the addition of different concentrations of carbon source to reach four C:N rations
(15:1, 20:1, 25:1 and 30:1) in the quality of culture water, performance of the animal and in
concentrations of heterotrophic, chemoautotrophic bacteria and bacteria of the genus Vibrio;
from this study, healthy shrimp were taken for the isolation of bacteria present in the
hepatopancreas and stomach for in vitro selection of possible probiotic bacteria. In the second
chapter, the morpho-physiological, biochemical and molecular characterization of selected
strains and the production of protease, amylase and lipase digestive enzymes and the
antagonistic activity against Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. mimicus and
Pseudomonas aeruginosa and the biofilm formation. In the third chapter, two strains (IPA58
and IPA239) that represented effective values for enzymatic activity and antagonistic against
selected pathogens from the second chapter were offered to juveniles of Macrobrachium
rosenbergii during experimental cultivation by 30 days and the capacity of modification of the
hepatopancreas and intestine microbiota of the animal was evaluated through the
quantification of total bacteria, Bacillus spp. and Vibrio spp. From a heterogeneous collection
of 107 bacterial isolates from the hepatopancreas and stomach of L. vannamei, only 20 were
positive for the activities of hydrolytic enzymes that functioned as initial screening test and
bacteria of the genera Bacillus and Shewanella were identified. The strains Bacillus
amyloliquefaciens IPA 24, B. subtilis IPA 56, Bacillus sp. IPA 58, B. pumilus IPA 122 and B.
amyloliquefaciens IPA 239 compete for substrate and are able to produce biofilm, despite
present low prevalence of synergy. During the experiment, IPA 58 maintained the
characteristic of modifying the shrimp microbiota and being more efficient in the adhesion of
both the hepatopancreas and the intestine compatibilizing with results of biofilm production;

IPA 239 acted as a biocontrol, minimizing the presence of Vibrio in water and in the animal,



was efficient in improving the performance parameters of PL of M. rosenbergii, besides being
a recent species as a probiotic in shrimp farming. Finally, the strains of Bacillus sp. IPA 58
and Bacillus amyloliquefaciens IPA 239 may be used as probiotic for M. rosenbergii post-
larvae due to the modification and stablishment of hepatopancreas and intestine microbiota in

the test period, besides the improvement in animal growth.

Keywords: Litopenaeus vannamei. Macrobrachium rosenbergii. Bacillus. Probiotic. Shrimp.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a carcinicultura é praticada em mais de 50 paises do mundo, com maior
destaque para os paises asiaticos como China, India, Tailandia, Vietnd e Indonésia (FAO,
2014). Dentre os paises com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem se
desenvolvendo (MPA, 2013), em especial, a regido Nordeste, no caso do cultivo de camardes,
devido a grande extensdo de costa marinha, as condi¢fes climaticas favoraveis ao cultivo, a
disponibilidade de méo de obra, a localizacao estratégica para escoamento da producdo para o
Cone Sul, Europa e EUA e a demanda crescente (VIDAL; XIMENES, 2016). Porém, apesar
da répida expansdo, o surgimento de doencas tem causado prejuizos significantes ao setor
produtivo.

O uso de sistemas intensivos no cultivo de organismos aquéaticos, como peixes e
camardes, que utilizam densidades de estocagem e niveis de fornecimento elevados de ragéo,
contribui para a reducdo da qualidade da agua, prejudicando o desempenho do cultivo pelo
processo de eutrofizacdo, elevacdo dos compostos toxicos nitrogenados e surtos de doencas
causadas por bactérias e vibrios. Esses patdgenos podem ocasionar perdas no cultivo devido a
morte dos animais, além de elevar os custos durante a producdo devido aos gastos com
tratamentos (MAGNOTTI, 2011).

As doengas que acometem os camardes marinhos podem ser causadas por diversos
tipos de microrganismos (QUIAO et al., 2015), no entanto, os principais agentes causadores
de bacterioses sdo provocados por algumas espécies pertencentes ao género Vibrio. Como
uma estratégia no controle de doencas, 0 uso de bactérias benéficas (probi6ticos) tem
despertado interesse na aquicultura para prevencdo de doencas e incremento da resisténcia a
patdgenos (QUIAO et al., 2015). Probidticos sdo definidos como microrganismos que
estimulam o crescimento de outros organismos trazendo contribui¢fes nutricionais e para a
satde do hospedeiro, podendo agir na regido intestinal competindo por nutrientes e por espaco
(ZHANG et al., 2011), resultando no equilibrio da microflora benéfica e na reducdo da
concentracdo de bactérias patogénicas.

Um sistema que tem demonstrado resultados promissores é atualmente conhecido
como Sistema de Bioflocos ou BFT (Biofloc Technology). Neste tipo de sistema, através do
controle dos microrganismos presentes, via relacdo de C:N especifica, é possivel reciclar os

compostos nitrogenados em proteina microbiana, que serve como fonte de alimento, além de
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manter a qualidade de agua dentro dos limites recomendados para a produgdo dos crustaceos
(FERREIRA et al.,, 2015). Além disso, tendo em vista a melhora do controle dos
microrganismos presentes neste tipo de sistema, tem-se adotado a estratégia de adicdo de
microrganismos probidticos (QUIAO et al., 2015). O isolamento de microrganismos do
proprio animal cultivado é de grande importancia ja que bactérias benéficas sdo acostumadas
a suportar condi¢des extremas no trato digestivo e facilmente se aderem e colonizam células
epiteliais do intestino (CAIPANG et al., 2011).

Entre as bactérias de interesse testadas para a utilizacdo como probiodticos na
carcinicultura e em formulagdes comerciais, as espécies do género Bacillus sdo as mais
utilizadas como probioticos na carcinicultura (VIEIRA, 2010). Destacam-se por apresentar
caracteristicas como a capacidade de controlar a proliferacdo de patégenos como Vibrio spp.,
através da producdo enzimatica de poder inibitorio a outros microrganismos, capacidade de
competicdo por nutrientes e area de adesdo, efeito no sistema imune e aumento do balanco
microbiano intestinal através da permanéncia nessa regido (XUE et al., 2016). Dentro do
género Bacillus, a espécie Bacillus amyloliquefaciens, vem despertando interesse na
comunidade cientifica por produzir varias enzimas extracelulares, incluindo amilases, celulase
e proteases. Essas enzimas aumentam a digestibilidade e a absor¢do de nutrientes além da
fungdo imunoldgica geral do intestino e tem apresentado efeito benéfico como probidtico na
utilizacdo em dieta de peixes (REDA et al., 2014; THY et al., 2017). No entanto, ha uma
escassez de estudos sobre seu uso na carcinicultura marinha.

Este trabalho teve por objetivo selecionar bactérias do género Bacillus potencialmente
probidticas do trato digestivo de Litopenaeus vannamei cultivados em diferentes relacdes
carbono/nitrogénio, e viabilizar em cultivos experimentais a fim de validacdo de possivel

produto probiotico para a carcinicultura.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Isolar e avaliar bactérias candidatas a probiotico do género Bacillus presentes em cultivos

heterotréficos com o camardo marinho Litopenaeus vannamei.
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1.1.2 Especificos

- Analisar o efeito de diferentes relacGes carbono/nitrogénio sobre a qualidade da
agua, desempenho zootécnico e concentracao de bactérias heterotréficas, quimioautotréficas e
Vibrio spp. presentes em cultivo de L. vannamei em sistema de bioflocos;

- Isolar e caracterizar cepas bacterianas candidatas a probidtico do hepatopancreas e do
estdbmago de L. vannamei cultivados em diferentes relagdes C:N usadas em sistemas de
bioflocos;

- Avaliar o efeito da adicdo de cepas candidatas a probidtico na dieta de po6s-larvas de
Macrobrachium rosenbergii.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARCINICULTURA MUNDIAL E BRASILEIRA

A era moderna da carcinicultura surgiu na década de 1930, quando no Jap&o, o Dr.
Motosaku Fuginaga alcangou a desova da espécie Penaeus japonicus em condigdes
controladas, permitindo a produgdo comercial de pds-larvas em grande escala (CARVALHO
et al, 2005). Na década de 1970, houve a propagacdo das técnicas de cultivo em paises de
regides tropicais e subtropicais. A partir de entdo, a carcinicultura marinha comecou a ganhar
uma posi¢do importante no cendrio internacional. Nos anos 1980, com uma crescente
demanda e valor econbmico em ascencdo, a producdo de camardes em cativeiro evoluiu
rapidamente (ABRUNHOSA, 2011).

Em 2013, alguns paises da Asia e da América Latina, experimentaram um declinio nas
exportacOes, devido a problemas relacionados a enfermidades que reduziram a produgdo do
camardo cultivado, entre estas, a Sindrome da Morte Sabita, o Virus da Mionecrose
Infecciosa e 0 Virus da Sindrome da Mancha Branca. Esta reducdo de abastecimento causou
uma elevacdo nos precos do produto em todo o mundo, afetando o consumo nos mercados
tradicionais desenvolvidos, como a Unido Européia, Estados Unidos e Japéo (FAO, 2014).

A carcinicultura marinha no Brasil iniciou na década de 1970, baseando-se
inicialmente em modelos importados do Equador, Panama e dos Estados Unidos, cujas
validacGes e intenso aprimoramento interno, resultaram na definicdo de uma tecnologia
apropriada e adequada a realidade nacional (ROCHA, 2011). Seu histdrico encontra-se
dividido em trés fases:

A primeira fase datada do inicio da década de 1970 é caracterizada pela criacdo do
“Projeto Camardo” pelo Governo do Rio Grande do Norte com o intuito de substituir a
extracdo de sal, que estava em crise. Este estado realizou os primeiros experimentos com a
espécie exotica, Marsupenaeus japonicus e, logo em seguida, com as espécies nativas
Farfantepenaeus subtilis, F. brasilensis e Litopenaeus schmitti. Naquela época, o estado de
Santa Catarina também desenvolvia pesquisas de reproducdo, larvicultura e engorda do
camardo cultivado, obtendo as primeiras pods-larvas em laboratério da América Latina
(ABRUNHOSA, 2011).

A partir de 1984, com o encerramento do prolongado periodo seco, a ocorréncia de
chuvas intensas e variacGes de salinidade nas aguas estuarinas, ficaram evidenciadas as

intransponiveis dificuldades para assegurar a maturacdo, reproducdo e sobrevivéncia do
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camardo M. japonicus em ambiente tropical, sendo sua viabilidade descartada em 1985/1986
(ABRUNHOSA, 2011).

No ano de 1993, outra espécie exdtica surgiu para alavancar a carcinicultura no pais, o
camarao Litopenaeus vannamei, capaz de suportar as variagdes de temperatura e salinidade
brasileiras (ABCC, 2016). Também conhecida como camardo branco do Pacifico, esta
espécie é endémica do oceano Pacifico, sendo encontrada de Sonora (México) até Thumbes
(Norte do Peru). Com preferéncia por fundos lamosos, a espécie pode habitar desde a regido
do infralitoral até profundidades de 72 metros. Na natureza, pode chegar a 23 cm de
comprimento e apresenta habito alimentar onivoro. Apesar de exotica, conseguiu se adaptar
totalmente as condi¢bes ambientais de cultivo. Devido a fatores tais como réapido crescimento,
altas taxas de produtividade e rentabilidade, reproducdo em cativeiro e rusticidade unidos a
facilidade de nutricdo e manejo nas mais diversas condicdes, que fizeram do L. vannamei, a
espécie mais cultivada no Brasil e no mundo (SANTOS et al., 2009).

Na segunda fase, com inicio em 1995, houve a consolida¢do do L. vannamei devido a
producdo comercial de pos-larvas em laboratérios. Segundo Vidal e Ximenes (2016), entre
1999 e 2003, a atividade no Brasil crescia mais de 14 mil toneladas/ano, chegando a produzir
90 mil toneladas em 2003. Nesse periodo, o principal destino da producdo brasileira era o
mercado externo, com exportacdes de 58.455 t e US$ 226 milhGes de dolares. A
produtividade deu um salto de 1.015 Kg/ha/ano para 6.084 Kg/ha/ano, colocando o pais na
condicdo de lider mundial no quesito produtividade, no ano de 2003. (ROCHA, 2011).

A partir de 2004, inicia-se a terceira fase, quando um conjunto de fatores afetou a
atividade, caracterizando-se pela reducdo da producdo de camardo no pais (ABRUNHOSA,
2011). Neste periodo, houve uma acdo antidumping imposta pelos Estados Unidos contra o
camarao brasileiro e uma forte desvalorizacdo do ddlar americano, além de surtos de doencas
virais (ABRUNHOSA, 2011).

Em virtude das condigdes climéticas favoraveis ao cultivo, o Nordeste brasileiro é o
maior produtor nacional de camardo, com 88,6% do total de fazendas e 90,6% da producéo
nacional (ABCC, 2016), sendo o maior polo da carcinicultura, representado exclusivamente
pelo L. vannamei, onde o Estado do Ceara é o principal produtor (42 mil toneladas), seguido
do Rio Grande do Norte (KUBITZA, 2015).

Embora o setor tenha alcangado bom nivel de estruturacéo, os entraves burocraticos
tém dificultado o acesso ao crédito e, por conseguinte, retardado o crescimento do setor.
Segundo a ABCC (2016), a producdo de camardo em 2015 no Nordeste foi equivalente a
producdo de 2004 (76 mil toneladas) (Figura 1).
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Figura 1 - Evolucdo da producdo e éarea cultivada do camardo Litopenaeus vannamei no
Nordeste brasileiro, entre 2000 e 2015.
100.000

- 30.000

=
-

#5000
85.000

7 p,lllll1

90.000

75904

80.000 - 25.000

70000

45.00p
45.00p
45.00p
§5.000

70.000

60J28

= 20,000
60.000

50.000 < = 15.000

40000

40.000 +

(Produgio em ton)
{Aren em ha)

10000 - 10.000

20000 1 - 5.000

10.000 4

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

[
=
ld
-
=
™
[
=
LA

B Produgdo () == Area (ha)

Fonte: ABCC (2016).

Nas décadas de 80 e 90, as doencas tiveram um efeito devastador no cultivo de
camardo marinho, causando um colapso na producdo de grandes paises produtores e grande
impacto econdémico na industria (HERNANDEZ; NUNES, 2001). A partir de entdo, as
enfermidades passaram a ser vistas como um obstaculo econébmico e uma ameaca a
viabilidade da atividade. Atualmente, a carcinicultura tem enfrentado doencas mais graves,
que tem arrasado as criagdes no Brasil e mundo (LIGHTNER, 2012).

A aquicultura esta embasada na producdo lucrativa, na preservacdo do meio ambiente
e no desenvolvimento social. A criacdo de camardes de agua doce &€ uma atividade
considerada de baixo impacto ambiental e alguns aspectos positivos estdo relacionados a sua
producdo, como: menor suscetibilidade a doengas em comparagdo com camardes marinhos, a
producdo pode ser realizada em locais afastados da zona costeira, evitando conflitos de
utilizacdo de areas, maior facilidade na manutencdo de reprodutores e producdo de pos-larvas,
a producdo pode ser realizada tanto em pequena quanto em larga escala, possibilitando a
inclusdo de comunidades de baixa renda na atividade e existe ainda a possibilidade de
inclusdo em sistemas de policultivo e cultivo consorciado com a agricultura (VALENTI,
2002).

Um sistema que tem demonstrado resultados promissores em termos de produtividade
e sustentabilidade é atualmente conhecido como Sistema de Bioflocos (Biofloc Technology
System — BFT) e é utilizado tanto para camar®es de agua doce quanto de agua salgada. O
principio basico deste sistema é através do controle dos microrganismos presentes, sendo
possivel reciclar os compostos nitrogenados tdxicos em proteina microbiana que serve como

fonte de alimento, além de manter a qualidade de agua dentro dos limites recomendados para
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a producdo dos crustdceos (FERREIRA et al., 2015). Esse sistema de cultivo de camardo
super-intensivo funciona estimulando a producéo natural e tem surgido como alternativa para
aumentar a produtividade, reduzindo os custos com captacdo e renovacdo de agua, bem como
a eliminacdo constante de efluentes para os ambientes adjacentes. Teve essa denominacgéo
devido a aparéncia de flocos dos aglomerados microbianos que se formam na &gua do cultivo
(CRAB et al., 2010).

Os bioflocos constituem os sélidos em suspensdo que permanecem distribuidos em
toda a coluna de &gua de acordo com a dindmica causada pela aeracdo. Essas particulas
agregadas distinguem os sistemas de cultivo intensivo dos ambientes naturais pela grande
quantidade de carbono orgéanico particulado distribuido entre diferentes taxa de
microrganismos (RAY et al.,, 2010). O carbono organico é empregado como fonte de
nitrogénio e energia por bactérias heterotrdficas presentes na dgua do cultivo, que assimilam a
amonia ionizada como fonte de biomassa bacteriana que crescem como bioflocos (EBELING
et al., 2006); além disso, o carbono organico possibilita o controle dos compostos
nitrogenados toxicos, como amonia e nitrito, provenientes da excre¢do dos animais e da
decomposicdo da matéria organica.

Uma das estratégias para a formacdo de bioflocos é estimular o crescimento e o
metabolismo das bactérias heterotroficas pela adicdo de fontes de carbono orgéanico (C),
equilibrando este substrato com o nitrogénio aménio total (N) através da relacdo C:N
(AVNIMELECH, 1999). Pode-se dizer que os bioflocos podem ser divididos em duas fases
cronoldgicas: na primeira predominam bactérias heterotroficas e na segunda, bactérias
quimioautotréficas. Geralmente, o surgimento das bactérias autotréficas acontece entre 15-22
dias ap6s o inicio da fertilizagdo orgénica da agua (AVNIMELECH, 2012). Entretanto, as
vias heterotroficas e autotroficas de controle da aménia na agua do cultivo ndo sdo
excludentes e podem estar presentes simultaneamente ao longo de todo cultivo.

O biofloco contém aglomerados de bactérias, além de microalgas, protistas,
nematodeos e outros pequenos animais, exoesqueletos, fezes de camardes e restos de racéo
(BURFORD et al., 2003). S&o constituidos pela adicdo de uma fonte externa de carbono
orgénico (melago, farinhas, acucar, dextrose, etc) na agua rica em compostos nitrogenados,
com suprimento de aeracdo para oxigenacdo, movimentacdo e mistura (DE SCHRYVER et
al., 2008). Segundo Xu e Pan (2013), o crescimento das bactérias heterotroficas é favorecido
pela manutencao da relagéo carbono/nitrogénio (C:N) na agua acima de 10:1.

O biofloco contendo bactérias probidticas pode atuar no cultivo favorecendo no
incremento das taxas de crescimento e digestdo, além de atuar no fortalecimento do sistema

imunologico e na maioria das vezes ndo atua apenas em favor do animal cultivado, mas
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também podem promover o desenvolvimento de varias outras espécies que sdo comuns no
sistema heterotrofico como Artemia, Chaetoceros spp., Isochrysis galbana, Skeletonema
costatum e Brachionus plicatilis contribuindo no aumento da oferta de alimento no sistema
(PURIVIROJKUL, 2013).

A manipulacdo de bactérias heterotroficas naturalmente presentes nos ambientes
aquaticos desponta como promissora tecnologia aplicada a sustentabilidade em cultivo de
camardes, bem como na reducdo dos custos com a alimentacdo. Sistemas heterotroficos de
cultivo vém sendo desenvolvidos a nivel mundial, juntamente com a aplicacdo de agentes
probioticos que favorecem a digestibilidade e, consequentemente, absorcdo dos nutrientes,
proporcionando melhor resposta imunoldgica dos camardes (WANG, 2007). Desta forma, se
torna importante o conhecimento sobre a fisiologia de camarfes peneideos para entender a

interacdo bacteriana e absorcao dos nutrientes.

2.2 DOENCAS BACTERIANAS EM ANIMAIS CULTIVADOS E O USO DE
ANTIBIOTICOS

O desenvolvimento da criacdo de camardes marinhos no Brasil diminuiu o ritmo nos
ultimos anos, ocasionada por diversos fatores e, dentre eles, pelo surgimento de enfermidades
virais e bacterianas, que por consequéncia, causam graves prejuizos econémicos (ZHANG et
al., 2014).

As doencas que acometem o0s camardes marinhos podem ser causadas por
praticamente todos 0s tipos microrganismos existentes como virus, bactérias, fungos, entre
outros, ocasionando infec¢des por um Unico ou multiplos agentes patogénicos (QUIAO et al.,
2015). No entanto, as bactérias se destacam por estarem naturalmente presentes na agua,
tendo um papel significativo nos ciclos biogeoquimicos dos ambientes aquaticos e sdo
potenciais causadores de doencas de etiologia primaria ou secundaria (LAVORANTE et al.,
2009). Segundo Franco e colaboradores (2010), mudangas bruscas no meio ambiente também
interfere na sanidade dos camardes, pois debilita o sistema de defesa do organismo havendo
um gasto de energia para sua adaptacdo as novas condicfes, podendo tornar-se susceptivel a
patogenos oportunistas (MENDES et al., 2009).

As principais bacterioses sdo provocadas por algumas pertencentes ao género Vibrio.
Este género de bactéria da familia Vibrionaceae, possue forma de bastonetes curvos e sao
Gram negativas, tendo como principais espécies que afetam os camarBes Peneideos: V.
harveyi, V.anguillarium, V. vulnificus, V. parahemolyticus, V. alginolyticus, V. cholerae, V.
damsela, V. wulnificus (MORALES-COVARRUBIAS, 2008), V. nigripulchritudo
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(GOARANT et al., 2006) e V. orientalis (ABRAHAM, 2004). Estas bactérias sdo de origem
marinha ou estuarina, podendo ainda ser encontradas no estdbmago, branquias e cuticula de
camardes selvagens e de cultivo. S&o considerados 0s microrganismos mais importantes na
aquicultura, pois podem atingir diversos organismos aquaticos, como crustaceos, peixes e
moluscos (VANDENBERGHE et al., 2003).

As vibrioses séo infecgdes oportunistas, que ocorrem em todos os estagios de vida do
camarado. O processo de infeccdo da vibriose quando localizada, apresenta lesdes melanizadas
na carapaca e/ou abcessos pontuais no hepatopancreas. O impacto da vibriose é variavel, mas
pode alcancar até 70% da populacéo cultivada (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015). Os animais
infectados apresentam extrema fraqueza (ficam no fundo do viveiro), nado desorientado,
opacidade da musculatura abdominal, aumento da pigmentacdo e grampo na cauda. Esses
microrganismos formam parte da microflora bacteriana que decompde os detritos encontrados
nos sedimentos e na agua dos viveiros. O excesso de matéria organica, causadora do
desequilibrio do sistema de criacdo, também favorece o crescimento da biomassa destes
patdgenos, que encontram nos individuos debilitados condi¢des ideais para a infeccdo e
posterior septicemia. Ocorrem quando héa estresse no sistema de cultivo, tais como diminui¢éo
de oxigénio, densidade de estocagem excessiva, manuseio inapropriado do estoque, lesdo na
cuticula dos animais, subalimentacdo e altas concentragdes de compostos nitrogenados no
ambiente (AGUIRRE-GUZMAN et al., 2001).

Mendes e colaboradores (2009) encontraram Vibrio de varias espécies infectando
camarbes de viveiros no litoral de Pernambuco sem que estes apresentassem sinais de
infeccdo, determinando um potencial risco aos trabalhadores das fazendas de cultivo que tem
contato diario com estes animais contaminados. Apesar de ocorrerem naturalmente na agua e
sedimentos marinhos, assim como na microbiota gastrointestinal do camardo, a vibriose tem
sido associada com alto grau de mortalidade em paises produtores (GUIMARAES, 2008).
Estudos de Morales-Covarrubias e colaboradores (2010) relataram que nos ambientes de
cultivo ha invasdo por bactérias oportunistas em geral da ordem das Vibrionaceas do género
Vibrio e como também das Aeromonas. Segundo Tran e colaboradores (2013), cepas de
Vibrio parahaemolyticus foram relatadas como agente etioldégico da Hepatopancreatite
Necrosante Aguda (AHPNS/ESM) provocando colapso nos cultivos na Asia e no México
(LOMELI-ORTEGA; MARTINEZ-DIAZ, 2014).

O controle de doengas bacterianas em camardes marinhos é realizado principalmente
pelo uso de antibidticos, geralmente usados no tratamento contra as vibrioses. No entanto,
com 0 uso excessivo destes antibidticos surgiram as cepas de bactérias resistentes

(KESARCODI et al., 2008). Foi correlacionada a resisténcia das cepas de V. cholerae com o
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uso indiscriminado de antibidticos em fazendas de camardes marinhos. Diversos paises
eliminaram o uso de antibidticos no cultivo de camardo marinho, pois além de oferecer um
risco de resisténcia bacteriana, ainda existia o problema dos residuos que eram deixados na
carne do camardo (VINE et al., 2006).

Atualmente existe grande pressdo dos orgédos oficiais e até mesmo dos consumidores
quanto ao emprego dos antibidticos nas racdes animais. O uso massivo de antibioticos
aumenta a pressdo da selecdo sobre os micro-organismos, promovendo o0 aumento da
resisténcia bacteriana. Como uma estratégia no controle de doencas, o uso de bactérias
benéficas (probidticos) tem sido sugerido em substituicdo ao uso de antibiéticos (RAVI et al.,
2007).

2.3 PROBIOTICO

Desde o desencorajamento do uso do antibidtico, os probiéticos foram eleitos como
uma alternativa sustentavel e tém sido extensivamente usados na aquicultura em substituicdo
aos antibioticos (LAZADO e CAIPANG, 2014).

O termo probidtico € composto pela preposi¢ao “pro”, que significa “para” em latim
ou “na frente de / antes” em grego, e “bidtico”, um adjetivo grego relativo ao substantivo
“bios” que significa “vida”, que significa “a favor da vida”. Para o nosso conhecimento, o
termo probiotico foi mencionado pela primeira vez por Kollath (1953), definindo como
“suplementos organicos e inorganicos necessarios para restaurar a salde de pacientes
malnutridos”. Estes suplementos foram considerados comuns em alimentos vegetais como
vitaminas, substancias aromaticas, enzimas ou possivelmente outras substancias relacionadas
com processos metabolicos vitais, sendo o ultimo incluindo bactérias (RUSCH, 2002). Esta €
talvez a primeira alusdo feita ao uso indireto de microrganismos como probioticos. Vergin
(1954) propos entdo que o uso de uma dieta probiotica, incluindo produtos de fermentacéo,
pudesse contribuir para o equilibrio microbiano do corpo perturbado ap6s um tratamento
antibiotico. Kolb (1955) apoiou esta sugestdo que, de certa forma, aborda a definicdo aceita
hoje. Mais tarde, Lilly e Stillwell (1965) definiram os probiéticos como fatores promotores do
crescimento produzidos por microrganismos. Fujii e Cook (1973) que definiram os
probidticos como “compostos que produzem resisténcia a infeccdo no hospedeiro, mas que
ndo inibem o crescimento de microrganismos in vitro". Entdo, na época, os probidticos eram
considerados “compostos e/ou microrganismos com diferentes fun¢es que contribuiam para
a restauracdo, a manutencdo ou o aprimoramento da salde através de rotas ndo relacionadas

ao antagonismo microbiano ou competicdo”. Em 1974, Parker refinou a defini¢do de
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probidticos como agindo para o trato digestivo: "organismos e substancias que contribuem
para o equilibrio microbiano intestinal”. Isso pode ser considerado como a primeira mengdo
direta de probidticos no contexto da saude. Elie Metchnikoff € considerado o primeiro
pesquisador a trabalhar com o conceito de probidticos com a seguinte defini¢ao: “microbios
ingeridos com o objetivo de promover a boa saude” (FULLER, 1992). Fuller (1989) ampliou
a defini¢do para “microrganismos vivos utilizados na alimentacdo, que afetam beneficamente
0 animal hospedeiro por melhorar seu balango microbiano intestinal”. Em uma redefinicéo,
adaptada para a aquicultura, os probioticos sao ‘“células microbianas administradas de tal
modo a entrar no trato gastrointestinal, sendo mantidas vivas, com o objetivo de melhorar a
saude” (GATESOUPE, 1999). Essas células podem proteger seu hospedeiro de patégenos
pela producdo de metabdlitos que inibem a colonizacdo ou o crescimento de outros
microrganismos ou pela competicdo por recursos como nutrientes ou espaco (VINE et al.,
2006). No entanto, Verschuere e colaboradores (2000) sugeriram outra defini¢do, pois a
definicdo para ambientes aquaticos necessitava ser alterada e, segundo estes autores,
probioticos sdo “microrganismos vivos que tém efeito benéfico sobre 0 hospedeiro, seja
modificando a comunidade microbiana associada ao hospedeiro ou ao ambiente, seja
melhorando o consumo ou absorc¢do do alimento, seja fortalecendo o sistema imunoldgico, ou

ainda melhorando a qualidade do ambiente de cultivo” (Figura 2).

Figura 2 - Desenho esquematico de definicdo de probidtico.
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Fonte: Adaptado de Verschuere et al., (2000).

2.4 METODOS PARA ISOLAR E SELECIONAR CEPAS COM POTENCIAL PARA
PROBIOTICOS

O isolamento de bactérias do sistema digestivo do animal de interesse € o primeiro

passo para se obter sucesso no desenvolvimento do probidtico (BALCAZAR et al., 2006). Por
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ndo se conhecer as cepas isoladas, ha a necessidade se realizar diversos testes de selecéo in
vitro, como: inibicdo de patdgenos, producdo de enzimas digestivas, tolerancia a sais biliares
e variacdes de pH e salinidade, producdo de substancias antimicrobianas, velocidade de
crescimento e capacidade de adesdo do epitélio intestinal (VINE et al., 2006). Os ensaios de
inibicdo de patdgeno sdo os mais utilizados e, neste caso, 0o mais indicado é avaliar o
probidtico frente as bactérias patogénicas dos proprios organismos aquaticos a serem
estudados (MOURINO et. al., 2010). As cepas com bons resultados devem ser identificadas e
as que forem patogénicas para espécies aquaticas, descartadas. Se a finalidade for melhorar a
digestibilidade das dietas oferecidas, o indicado é realizar testes de produgdo de enzimas
digestivas, mas nada impede de realizar outros testes in vitro por ndo saber como estes
organismos atuam. Vale ressaltar que as bactérias selecionadas no ambiente de cultivo muitas
vezes nao conseguem repetir os resultados in vitro, seja por nao se adaptar ao meio ou pela
ineficiéncia ao competir com os microrganismos ali presentes (MOURINO et. al., 2010).

O passo seguinte é a realizacdo de ensaios em escala piloto (in vivo). As bactérias
probidticas podem ser adicionadas a dieta ou diretamente na dgua. Neste passo é importante
avaliar se a bactéria é capaz de colonizar o trato digestivo do animal e se ndo causa alguma
patologia a0 mesmo. Fatores como melhoria da relacdo da microbiota intestinal do animal
(diminuicdo da carga de bactérias patogénicas), aumento da taxa de crescimento, melhoria da
digestibilidade da dieta (diminuicdo da conversdo alimentar), melhoria do sistema
imunoldgico e maior resisténcia dos animais contra patdgenos sao relevantes. Caso a bactéria
ndo traga nenhum beneficio, deve-se iniciar o processo de selecdo de outra cepa bacteriana. A
ultima etapa é a avaliacdo do probidtico em escala comercial (campo), normalmente em
conjunto com produtores, visando a repeticdo em condi¢des de cultivo dos ensaios em
pequena escala (MOURINO et. al., 2010).

2.5 BACTERIAS PROBIOTICAS NA CARCINICULTURA E O GENERO Bacillus

A demanda por novos probidticos surgem todos os dias, principalmente os voltados
para a carcinicultura, sejam eles utilizados na larvicultura ou na fase de engorda. Cepas
probidticas estdo adaptadas, atraves de processos naturais, para 0 uso em aquicultura fazendo
com que o produto alcance o efeito desejado (KESARCODI-WATSON et al., 2008). Os
microrganismos probioticos possuem capacidade de sobrevivéncia ao trato gastrointestinal;
ndo provoca toxicidade e nem patogenicidade ao homem e nem aos animais; apresentam
estabilidade durante o periodo de estocagem, permanecem viaveis por longos periodos em

condi¢des normais de armazenamento e tem capacidade de competir contra bacterias
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intestinais ndo desejaveis, demonstrando efeitos positivos ao hospedeiro (FERREIRA et al,
2012).

Dentre géneros de microrganismos Gram-negativos utilizados como probidticos,
encontram-se:  Aeromonas, Agarivorans, Alteromonas, Bdellovibrio, Burkholderia,
Citrobacter, Enterobacter, Neptunomonas, Phaeobacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas,
Rhodopseudomonas, Roseobacter, Shewanella, Synechococcus, Thalassobacter, Vibrio e
Zooshikella; e, dentre os Gram-positivos, encontram-se: Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus,
Brochothrix, Clostridium butyricum, Carnobacterium, Enterococcus, Kocuria, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Microbacterium, Micrococcus, Pediococcus acidilactici,
Rhodococcus, Streptococcus, Streptomyces, Vagococcus e Weissella (NEWAJ-FYZUL et al.,
2013).

Geralmente, microrganismos probidticos sdo administrados como alimentos vivos
enriquecidos, adicionados a dieta ou a agua de cultivo (PANIGRAHIA et al., 2005). Entre as
bactérias de interesse testadas para a utilizagdo como probio6ticos na carcinicultura e em
formulacGes comerciais, as espécies do género Bacillus sdo as mais utilizadas como
probidticos na carcinicultura (VIEIRA, 2010). Pertencem a familia Bacillaceae, tém sido
empregadas na formulacdo de misturas probidticas e se destacam pela elevada producéo
enziméatica de poder inibitério a outros microrganismos, capacidade de competicdo por
nutrientes e area de adesdo, participacdo nos estimulos imunes e no aumento do balango
microbiano intestinal através da permanéncia nessa regido (XUE et al., 2016). Sdo capazes de
produzir enzimas que degradam substratos organicos, apresentam temperatura Otima de
crescimento entre 28°C e 35°C, conseguem se multiplicar na faixa de pH que varia de 4,9 a
9,3.

Essas bactérias possuem formato de bastonete, sdo Gram-positivas, com baixo
conteddo de guanina/citocina e formadoras de esporos. Esse género pode produzir substancias
antibidticas durante a esporulagdo, com destaque para as bacitracinas, polimixina, tirocidina,
gramicidina e circulina (MADIGAN et al., 2004). Esses produtos tém sido muito eficientes na
prevencdo de enfermidades, sendo usado um nimero variavel de espécies de Bacillus. Os
produtos que utilizam esporos em sua Composi¢do possuem vantagens, pois 0s esporos podem
sobreviver intactos a passagem pelo estbmago, além de terem vida util mais longa
(MARTINS et al., 2013). Esse género e facilmente encontrado em sedimentos marinhos e
naturalmente presente nas branquias, cuticula e trato intestinal de organismos bentdnicos
como os camardes (SHARMILA et al., 1996), podendo ainda ser administradas tanto através

do alimento como diretamente na agua de cultivo.
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Ainda sobre o género, estudos diversos relatam o beneficio do uso das espécies
Bacillus subtilis, B. fusiformis, B. coagulans, B. licheniformis e B. pumilus atuando de
diversos modos na qualidade do cultivo de camardes Litopenaeus vannamei, Macrobrachium
rosenbergii, Fenneropenaeus indicus, Penaeus monodon e P. japonicus. Bacillus
amyloliquefaciens é uma potencial espécie de Bacillus que produz varias enzimas
extracelulares, incluindo a-amilases, celulase, metaloproteases e proteases que aumentam a
digestibilidade e a absorcdo de nutrientes, além da funcdo imune geral do intestino (LEE et
al., 2008). Os probidticos compostos de esporos de Bacillus amyloliquefaciens sdo conhecidos
por produzir a-amilase, que € usado em hidrélise de amido (GANGADHARAN et al., 2008).
Tem sido relatado que o Bacillus amyloliquefaciens tem efeitos benéficos quando adicionado
as dietas de peixe (CAO et al., 2011, REDA et al., 2014), e como probioticos em peixes e
animais terrestres (DAS et al., 2013; KAEWKLOM et al., 2013; AHMED et al., 2014,
GEERAERTS et al., 2015; THY et al., 2017); no entanto, existe falta de informacédo de seu

uso na carcinicultura.

2.6 MECANISMOS DE ACAO DE PROBIOTICOS

Visando o aumento da produtividade de camardes, varios estudos tém sido realizados
buscando métodos, principalmente profilaticos, para diminuir a mortalidade por doencas,
aumentar a sanidade, diminuir o consumo de agua e producdo de efluentes e, ainda, melhorar
a digestibilidade e conversdo alimentar dos animais (BARBIERI et al., 2016). Dentre estas
novas tecnologias, incluem-se a utilizacdo de probidticos, de imunoestimulantes, de
fitoterapicos e de acidos organicos (MINE; BOOPATHY, 2011).

Existem varias hipoteses para explicar o modo de acao dos probioticos, porém, a mais
aceita ¢ a teoria da “exclus@o competitiva”. A exclusdo competitiva ¢ a incapacidade de uma
populacdo de microrganismos, em sua maioria patogenos, de se estabelecerem no intestino do
animal devido a presenca de outras populacdes desejaveis. Os probioticos, depois de
ingeridos, encontram-se em meio favordvel para sua multiplicacdo e colonizam o trato
gastrintestinal (Figura 3). De acordo com a ilustragdo, surge um equilibrio microbiano a favor
da microflora benéfica, possibilitando uma reducdo de pH, com consequente reducdo de
bactérias patogénicas. Este fato contribui para uma diminuicdo na producédo de toxinas e na
competicdo por nutrientes. Ocorre também uma estimulagdo da imunidade com aumento de
anticorpos (ABCC, 2017).
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Figura 3 - Modo de agéo dos probidticos no trato gastrintestinal dos animais.

A

Fonte: Adaptado de Gatesoupe (1999).

Dentre os varios beneficios dos probidticos, pode-se citar a prevencdo de doencas
intestinais (NEWAJ-FYZUL et al., 2013), promocéo de crescimento e eficiéncia alimentar
(VENKAT et al., 2004), selecdo de cepas resistentes (VIEIRA et al., 2000), alteracdo no
balanco da microbiota intestinal atuando na melhoria da resposta imune e reducdo de
populacdes de bactérias patogénicas em animais durante a fase de cultivo (KESARCODI-
WATSON et al., 2008).

2.6.1 Equilibrio da microflora benéfica intestinal

A populagdo microbiana do trato intestinal de organismos aquaticos é composta
predominantemente por bactérias Gram-negativas como dos géneros Vibrio e Pseudomonas
(VINE et al., 2006). Os probioticos agem transformando a microbiota intestinal permitindo a
colonizagdo de bactérias benéficas e, consequentemente, impedindo a colonizagcdo por
bactérias patogénicas no intestino do animal (GOMEZ-GIL et al., 2000). Estratégias como 0
uso de microrganismos probidticos tém inibido bactérias patogénicas por diferentes
mecanismos: producdo de compostos inibitorios como as bacteriocinas, sideroforos,
lisozimas, proteases, peroxido de hidrogénio, formagdo de amonia e diacetil, alteracdo nos
valores de pH, competicdo por nutrientes, sitios de adesdo e enzimas que resultam no
melhoramento nutricional do cultivo animal (GOMEZ et al., 2007).

A utilizacdo das bactérias acido-laticas no intuito de reduzir uma dominancia de

bactérias patogénicas em organismos aquaticos tem sido relatada; estas produzem compostos
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antimicrobianos como bacteriocinas, reuterim, &cidos organicos e perdxido de hidrogénio
(GILLOR et al., 2008). O género Bacillus também possui bactérias com grande potencial de
compostos  antimicrobianos como  biossurfactantes, bacteriocinas e  siderdforos
(MUKHERJEE et al., 2009). Outros géneros também tém sido alvo de estudo pela capacidade
de produgdo de compostos antimicrobianos, como Arthrobacter e Pseudomonas
(RATTANACHUAY et al., 2010).

Varios estudos relatam a inibicao do crescimento de bactérias patogénicas in vitro pela
acao de bactérias probidticas. Kesarcodi-Watson e colaboradores (2008) verificaram que
probidticos produtores de sideréforos (quelantes de ferro) poderiam deprimir o crescimento de
patégenos em condi¢cbes de limitacdo de ferro. Rengpipat e colaboradores (2000)
demonstraram que a adicdo de Bacillus sp. na agua de cultivo diminuiu a populacao de Vibrio
spp. na agua de cultivo e no trato digestorio de P. monodon. Gullian e colaboradores (2004)
verificaram que em L. vannamei a microbiota intestinal foi modificada pela adi¢do na agua de
cultivo de Bacillus P64 e Vibrio P62.

E evidente que a maioria dos probidticos para efeito nutricional compreende bactérias
acido-laticas, como Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e Streptococcus sp. (IRIANTO;
AUSTIN, 2002), porque estas sdo componentes importantes da microflora normal do trato
gastrointestinal de peixes e mamiferos saudaveis (RINGO; GATESOUPE, 1998). Ndo ha
relatos de bactérias acido-laticas em Macrobrachium rosenbergii como componente comum
da microflora (VENKAT et al 2004; KEYSAMI et al., 2005), mas o género Bacillus sp. é
conhecido por colonizar amplamente a microflora normal do M. rosenbergii (COLORNI,
1985; ANDERSON et al., 1989; KEYSAMI et al., 2005; DEESEENTHUM et al., 2007;
KEYSAMI et al., 2007; RINISHA et al., 2010; KEYSAMI et al., 2012; SEENIVASAN et al.,
2012c,d; KUMAR et al., 2013; SEENIVASAN et al., 2015).

2.6.2 Melhoria da digestibilidade da dieta

O ambiente aquético influencia de forma significativa na composi¢do da populagdo
microbiana do trato digestivo. Os animais ndo regulam a temperatura corporal, e a associacao
de microrganismos no limen intestinal pode variar conforme a temperatura. A salinidade é
outro fator importante na determinacdo desta populagcdo. Assim, a agua dos tanques e a
propria alimentacdo dos animais pode fornecer microrganismos que se associardo aqueles
presentes no trato gastrintestinal.

Varios beneficios sdo atribuidos ao uso de probidticos como o incremento do estado

nutricional dos animais através da producdo de enzimas digestivas (VINE et al., 2006). O
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mesmo autor, afirma que a utilizacdo de probidticos na dieta pode fornecer ou estimular a
producdo de enzimas digestivas pelo hospedeiro.

Em camardes, apenas uma pequena parte das enzimas digestivas do trato digestorio é
proveniente da microbiota (ZIAEI-NEJAD et al., 2006). No entanto, o fornecimento de
probioticos pode estimular a producdo de enzimas pelo hospedeiro (ZHOU et al., 2009). A
utilizacdo de microrganismos que facilitem a digestdo e absorcdo de proteinas é uma
alternativa para a diminuicao dos custos de producdo, uma vez que a proteina é um importante
nutriente limitante do crescimento para camardes peneideos e 0 mais caro na composicao das
racdes (LIU et al., 2009).

Algumas bactérias podem participar do processo digestério dos camarbes pela
producdo de enzimas extracelulares como proteases, amilases e lipases (OCHOA; OLMOS,
2006). Entre proteases especificas, a tripsina e a quimotripsina sdo consideradas as mais
abundantes enzimas proteoliticas dos camardes peneideos e sdo responsaveis pela maior parte
da digestdo das proteinas dos alimentos. Segundo Dall (1992), a tripsina é a enzima mais
importante para digestdo de proteinas uma vez que esta é capaz de hidrolisar de 50% a 60%
da proteina consumida pelo animal.

Alguns trabalhos relataram que bactérias isoladas de animais aquaticos apresentaram
in vitro a capacidade de digerir quitina, amido, proteinas, celulose e lipideos (BAIRAGI et al.,
2002). Gullian e colaboradores (2004) relataram que cepas de bactérias de Bacillus P64 e
Vibrio P62 isolados do trato digestivo de camardes adultos de L. vannamei apresentaram agédo
de exclusdo competitiva contra a bactéria patogénica V. harveyi; adicionalmente, estas cepas
mostraram-se eficientes na estimulacdo da enzima fenoloxidase. Ziaei-Nejad e colaboradores
(2006) observaram em Fenneropenaeus indicus que as atividades das enzimas digestivas
lipase e amilase foram superiores em camardes alimentados com Bacillus spp. Zhou e
colaboradores (2009) demonstraram que houve um aumento da atividade especifica de
proteases, lipases e amilases em larvas de L. vannamei com a adi¢cdo B. coagulans na agua,
que pode ter contribuido para uma melhor absorcdo do alimento e aumento da sobrevivéncia.
Em outro estudo, concluiu-se que a adi¢do de B. coagulans a dieta de juvenis de L. vannamei
também resultou em um aumento da atividade das enzimas amilase, lipase e protease e em um
significativo ganho de peso dos camardes (WANG et al., 2012). Nimrat e colaboradores
(2013) encontraram um significativo aumento na atividade da tripsina e um maior ganho de

peso nos camardes apos adicionarem B. subtilis a dieta de juvenis de P. monodon.

2.6.2.1 Enzimas digestivas
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Em conjunto, enzimas digestivas presentes nos hepatopancreas de L. vannamei séo
capazes de hidrolisar uma variedade de substratos e varios fatores estdo implicados em sua
regulacdo. Entre esses fatores destacam-se a dieta (LE MOULLAC et al. 1996; GUZMAN et
al., 2001; BRITO et al., 2001), variagdes ontogénicas (LOVETT e FELDER, 1990; LEMOS e
RODRIGUEZ, 1998), tamanho corporal (LEE; LAWRENCE, 1985), ritmo circadiano
(GONZALEZ et al., 1995; MOLINA et al., 2000), fases da muda (MOLINA et al., 2000;
SANCHEZ-PAZ et al., 2003) e até mesmo um efeito estimulante da 4gua de tanques tem sido
reportado (MOSS et al., 2001).

O éxito no cultivo depende, em grande parte, de uma nutricdo adequada e de um bom
manejo alimentar. As proteases estdo entre as enzimas de crustaceos que recebem maior
atencio (FERNANDEZ-GIMENEZ et al., 2002), pois sdo responsaveis pela digestio de
proteinas dos alimentos ingeridos, os componentes mais caros da alimentacdo de camardes
(SANCHEZ-PAZ et al., 2003). Microrganismos produzem varios tipos de proteases que
podem ser intracelulares (importantes nos processos celulares como esporulagédo e
diferencia¢do, maturagcdo de enzimas, reciclagem de proteinas e manutencdo do “pool” de
proteinas) e extracelulares (importantes na hidrélise de proteinas e habilitam a célula a
absorver e utilizar os produtos dessa hidrélise) (GUPTA et al., 2002). A producdo de
proteases por microrganismos é grandemente influenciada pelos componentes do meio, como
carbono, nitrogénio, ions metalicos, fatores fisicos como temperatura, pH e tempo de
incubacdo (PURI et al., 2002).

Para a realizag8o da digestdo do amido ha a atuagdo de diversas enzimas. A a-amilase
[EC 3.2.1.1] é uma endocarboidrase encontrada em eubactérias a eucariotos (OUDJERIOUT
et al., 2003) responsavel pela hidrdlise de liga¢des glicosidicas a(1,4) no amido e glicogénio.
Nesse processo sao produzidos oligossacarideos, o-dextrinas e maltose (VAN
WORMHOUDT; FAVREL, 1988), que sdo hidrolisados a glicose pela acdo complementar
da a-glicosidase [EC 3.2.1.20], da sacarase-isomaltase [EC 3.2.1.48] e da a-dextrinase [EC
3.2.1.20]. Dentre essas, a a-glicosidase esta diretamente relacionada a exo-hidrdlise de
ligacdes glicosidicas a(1,4) da maltose e demais oligossacarideos formados apds a atuacao da
a-amilase (LE CHEVALIER; VAN WORMHOUDT, 1998; DOUGLAS et al., 2000;
ROSAS et al., 2000). Muitos microrganismos estdo relacionados a producdo de amilases
neutras ou acidas, especialmente do género Bacillus (HAGIHARA et al., 2001; IGARASHI
et al.,1998). Muitas enzimas extracelulares sdo obtidas a partir de bactérias desse género pela
facilidade de secrecdo de proteinas para 0 meio extracelular devido a auséncia de uma
membrana externa (STEPHENSON e HARWOOD, 1998).
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2.6.3 Imunoestimulacéo e resisténcia a infecgdo por patégenos bacterianos e virais

O estresse ambiental é considerado um importante fator para o surgimento e/ou
incremento das doencas em crustaceos. As mudancas fisico-quimicas da agua, por exemplo,
mudancas de temperatura, podem afetar o metabolismo, o crescimento, a sobrevivéncia e o
sistema imune dos animais. No entanto, ainda sdo poucos os estudos que relacionam a
competéncia do sistema imune com a susceptibilidade dos organismos a patdgenos (LE
MOULLAC; HAFFNER, 2000).

Devido as particularidades do sistema imunoldgico dos peneideos, 0os compostos
biolégicos denominados de imunoestimulantes, vém despontando como perspectiva para
incrementar a resisténcia dos camardes frente a infeccbes de origem viral (VARGAS-
ALBORES et al., 1996). Os imunoestimulantes sdo produtos organicos, inorganicos ou
sintéticos, tais como bactérias mortas e produtos bacterianos, glucanos e certas vitaminas e
hormdnios, que operam com o principio de estimular a imunidade inata; sdo a primeira linha
de defesa contra patogenos invasores e levam a melhorias nas condi¢bes de salde e
resisténcia a agentes infecciosos.

Entre os mecanismos de defesa dos camarfes esta o sistema de ativagdo da pro-
fenoloxidade (sistema proPO) que desencadeia o processo de melanizacdo induzido pela agédo
da enzima fenoloxidade (PO) em resposta a identificacdo de intrusos pelos hemadcitos
(PEZZAROLO; BARRACCO, 1997). Estudos demonstram que os probidticos podem
aumentar a resposta imune (NAVINCHANDRAN et al., 2014) e a resisténcia a infeccdo por
patdgenos (ZOKAEIFAR et al., 2012). A microbiota probiética é capaz de produzir enzimas
que melhoram a salde dos organismos de cultivo ao promover estimulos ao sistema imune
(L1etal. 2015).

Vérios trabalhos relatam a imunoestimulacdo de camardes pelo uso de probioticos. No
estudo realizado por Tseng e colaboradores (2009), a dieta suplementada com 10® UFC/Kg de
B. subtilis aumentou a atividade da PO e a taxa de fagocitose de L. vannamei, aumentando a
sobrevivéncia dos animais ao V. alginolyticus. Li e colaboradores (2009) demonstraram que a
adicdo de Bacillus OJ na dieta de L. vannamei aumentou a sobrevivéncia dos animais ao
desafio contra WSSV; os mesmos observaram que 0s animais submetidos a um estresse por
baixa salinidade tiveram o sistema imunoldgico comprometido e tornaram-se mais
vulneraveis a infeccdo por V. alginolyticus, uma vez que houve um aumento da mortalidade
dos camardes previamente estressados. Zokaeifar e colaboradores (2012) ao suplementarem a
dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis encontraram uma melhor performance de

crescimento, de resisténcia ao V. harveyi e atribuiram esses resultados a um incremento na
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resposta imunoldgica dos camardes. Em 2014, os mesmos autores demonstraram que apos
oito semanas de administracdo de B. subtilis a juvenis de L. vannamei houve um aumento da
expressao dos genes do sistema imunologico proPO, LGBP, PE e SP, neste estudo, ap6s 24h
de infeccdo os camarbes foram significativamente mais resistentes a injecdo de V. harveyi
(ZOKAEIFAR et al., 2014)

2.6.4 Melhoria nos parametros de cultivo

O beneficiamento do probi6tico na aquicultura ocorre através dos indices zootécnicos,
como: maior produtividade, aumento no ganho de peso e melhor conversdo alimentar e por
meio da reducdo da colonizacdo intestinal por alguns patogenos e proliferacdo de
microrganismos benéficos (VERSCHUERE et al., 2000).

Segundo Gomez-Gil e colaboradores (2000), o fornecimento de dieta suplementada
com probidtico ja no estagio de protozoea pode levar ao estabelecimento de uma microbiota
bacteriana intestinal favoravel, podendo ocupar um espaco que poderia ser ocupado por
bactérias patogénicas. Podem ser citados alguns estudos, como o exemplo realizado por
Zokaeifar e colaboradores (2012), que mostrou que os juvenis de L. vannamei que receberam
a dieta suplementada com cepas de B.subtilis apresentaram valores significativamente
superiores de peso final, ganho de peso, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia em
comparagdo com o grupo controle. Keysami e colaboradores (2012) relatam que um isolado
bacteriano composto de B. subtilis extraido do intestino do camarao foi administrado na racao
para juvenis de M. rosenbergii e verificou que as propriedades probioticas desse isolado
levaram a aumento do ganho de peso, consumo de ragéo, conversdo alimentar e sobrevivéncia
desses animais. O uso de B. coagulans melhorou a sobrevivéncia na larvicultura de L.
vannamei (ZHOU et al., 2009), assim como Bacillus sp. aumentou a sobrevivéncia de L.
vannamei em larviculturas comerciais (DECAMP et al., 2008). Liu e colaboradores (2009),
utilizando uma dieta suplementada com Bacillus sp., observou uma melhoria no crescimento e
conversdo alimentar de L. vannamei. Wang (2007) utilizando a combinacdo de bactéria
fotossintética e o Bacillus sp. em diferentes concentragdes, adicionadas ao cultivo de L.
vannamei, mostrou que todas as dietas suplementadas com probidticos aumentaram a
performance de crescimento em camardes, com os valores de peso final, ganho de peso diario
e taxa relativa de ganho de peso superiores aos do grupo controle.

Em 1991, alguns pesquisadores evidenciaram uma melhoria na qualidade da agua e na
produtividade de camardes de agua doce em contato com bactérias nitrificantes e bactérias do

género Bacillus. A introducdo destes microrganismos nos tanques reduziu a demanda de
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oxigénio, a quantidade de aménia e nitrito na agua, além de aumentar a sobrevivéncia de pés-
larvas (ABRUNHOSA, 2011). O sucesso de qualquer organismo aquéatico depende de varios
fatores, como: densidade de estocagem, alimentacdo, condicdes ambientais e outros. Entre
esses, podemos ressaltar a manutencdo da qualidade da dgua do viveiro de criagdo como um
dos mais importantes. De acordo com Abrunhosa (2011), 0 manejo das variaveis de qualidade
de agua dos viveiros de camardes influencia de maneira decisiva no processo produtivo dos
camaroes.

O uso de probioticos também tem sido especialmente associado a melhorias na
qualidade da 4gua como a remocdo de matéria organica (SHAILENDER, 2012). Dalmin e
colaboradores (2001) relataram que o uso de Bacillus sp. melhorou a qualidade da &gua, as
taxas de sobrevivéncia e de crescimento e a salde de juvenis de Penaeus monodon, além de
reduzir o vibrios. Wang e colaboradores (2012) também reportaram que no cultivo de L.
vannamei houve uma diminui¢do significativa das concentragdes de nitrogénio total e de
carbono total do sedimento, sendo observado também a reducdo de fésforo total e fosforo
inorganico total em certos periodos de cultivos com a aplicacdo de probi6ticos comerciais na
agua. Outros autores observaram reducdo significativa das concentracdes de aménia e nitrato
quando comparados 0 uso de probidticos com o grupo controle no cultivo da mesma espécie
(RAHIMAN et al., 2010). Em Macrobrachium rosenbergii, alguns estudos comprovam o
efeito benéfico de probidticos no desempenho do animal (VENKAT et al. 2004,
DEESEENTHUM et al. 2007; KEYSAMI et al., 2007; SHINDE et al., 2008; SAAD et al.,
2009; RINISHA et al. 2010; SEENIVASAN et al. 2011; PRASAD et al., 2012;
SEENIVASAN et al., 2012a, b, c, d, e; ABDEL-HAKIM et al., 2013; GUPTA; DHAWAN,
2013; KUMAR et al., 2013; SEENIVASAN et al,. 2015).
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Resumo

Sistema de cultivo utilizando elevadas densidades de estocagem e, minima ou nenhuma troca
de &gua, tem sido usado para uma aquicultura sustentavel que integra produtividade e
producdo minima de efluentes. Neste sentido, a promocdo de bioflocos sob diferentes relacbes
carbono/nitrogénio pode induzir a melhora da qualidade da agua de Litopenaeus vannamei e
estimular a sucessao microbiolédgica ao longo do tempo de cultivo. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes relacGes carbono/nitrogénio nas variaveis de cultivo
e contagens microbiolégicas de L. vannamei mantidos em sistemas de bioflocos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando quatro tratamentos com
trés repeticdes cada, consistindo da adicdo diaria de melaco a fim de alcancar as relacdes de
C:N de 15:1, 20:1, 25:1 e 30:1. Foram usados animais com peso médio inicial de 1,4 g e
densidade de estocagem de 90 camardes/m?. Amostras de gua para anélises microbioldgicas
foram tomadas em trés tempos (31, 44 e 53 dias) ap0s inicio do povoamento, para contagem
de bactérias heterotréficas, quimioautotréficas e de Vibrio spp. O aumento das relagdes C:N
influenciou significativamente a transparéncia da agua e a concentracdo de oxigénio
dissolvido (p<0,05). A taxa de crescimento especifico atingiu de 3,7 a 4,0%/dia, sem
diferenca significativa entre os tratamentos. As relagdes 25M e 30M proporcionaram um
melhor desempenho em produtividade (méaximo de 816,1 g/m?) e sobrevivéncia (maximo de
85%), sendo significativo somente para sobrevivéncia (p<0,05), cujas médias variaram de
85,2% no tratamento 25M a 63,7% no tratamento 20M. Contudo, maior populacdo de
bactérias heterotréficas (1,57.10° UFC/mL) foi encontrada na relacdo 15:1 e ndo houve
relacdo de populacdo de bactérias autotréficas e Vibrio com as diferentes relagcbes C:N
(p>0,05). Nos trés grupos bacterianos foi possivel perceber um incremento na populacéo de
cada grupo de acordo com tempo. O melaco pode ser utilizado como fonte de carbono e a

menor relacdo carbono/nitrogénio foi suficiente para manter os parametros fisico-quimicos da
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agua avaliados em niveis satisfatorios e para o estimulo da microbiota bacteriana heterotréfica
durante todo o cultivo intensivo.
Palavras-chave: Litopenaues vannamei, engorda, carbono/nitrogénio, heterotrofico,

bactérias.

1. Introducéo

Um sistema que tem demonstrado resultados promissores no cultivo de camarfes é o
atualmente conhecido como Sistema de Bioflocos ou BFT (Biofloc Technology). Neste tipo
de cultivo, através do controle dos microrganismos presentes, € possivel reciclar os compostos
nitrogenados toxicos em proteina microbiana, que serve como fonte de alimento, além de
manter a qualidade de agua dentro dos limites recomendados para a producdo de crustaceos
(Ballester et al., 2010; Ferreira et al., 2015).

Uma das estratégias para a formacdo de bioflocos é estimular o crescimento e o
metabolismo das bactérias heterotroficas pela adicdo de fontes de carbono organico (C),
equilibrando este substrato com o nitrogénio aménio total (N) através da relacdo C:N
(Avnimelech, 1999). Além disso, pode-se dizer que o bioflocos pode ser dividido em duas
fases cronoldgicas: na primeira, predominam bactérias heterotréficas, e na segunda, bactérias
quimioautotréficas. Geralmente, o surgimento das bactérias autotréficas acontece entre 15-22
dias apdés o inicio da fertilizacdo organica da agua. Entretanto, as vias heterotréficas e
autotroficas de controle da amonia na agua do cultivo ndo sdo excludentes e podem estar
presentes simultaneamente ao longo de todo cultivo (Avnimelech, 2012).

Nos sistemas heterotroficos, onde o incremento das populagcdes de microrganismos
(fitoplancton, bactéria, rotiferas, nematoides e protozoarios) é feito atraves de fertilizacéo
organica aliada a inorgénica, o estudo das bactérias reveste-se de grande importancia para o
entendimento da dindmica de mineralizagdo dos compostos organicos. Este trabalho objetivou

a avaliacéo da influéncia dos nutrientes (carbono e nitrogénio) com diferentes relacdes sobre a
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qualidade da &gua e sobre o desempenho de juvenis de Litopenaeus vannamei, além do
estimulo destas variagdes C:N sobre a concentracdo de bactérias heterotroficas,

quimioautotroficas e de Vibrio spp.

2. Material e Métodos

O cultivo experimental foi realizado na Estacdo de Aquicultura do Departamento de
Pesca e Aquicultura, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), durante 52
dias, utilizando doze tanques circulares de fibra de vidro com 800L de volume util de agua
salgada (33 g¢/L) e supridos por um sistema de aeracdo continuo. Durante o periodo
experimental, ndo houve renovacgdo de agua, apenas reposicdo das perdas por evaporacdo. As
analises microbioldgicas foram realizadas nos Laboratdrios de Biologia do Solo e de Genoma
do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

2.1. Preparo e condigdes experimentais do cultivo

A preparacdo da &gua utilizada no experimento teve inicio 15 dias antes do
povoamento dos tanques de cultivo. Inicialmente, foi realizada fertilizagdo inorganica com
monoamonio fosfato - MAP (11% N e 52% P,0s), nitrato de calcio (15% N) e metassilicato
de sddio (30% SiO,) para alcancar as concentragfes de 3-4 mg/L de nitrogénio, 0,15-0,2 mg/L
de fosforo e 1-2- mg/L de silicato. Apds a floracéo das algas, iniciou-se a fertilizacdo organica
com melago para induzir o desenvolvimento bacteriano e, consequentemente, a formagéo de
bioflocos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando quatro
tratamentos com trés repeticbes por tratamento, consistindo da adicdo de melago nas
diferentes relacbes C/N de 15/1 (15M), 20/1 (20M), 25/1 (25M) e 30/1 (30M). A quantidade
de melaco adicionada diariamente aos tanques de cultivo para manter as relacdes C/N,
considerou as concentracdes de carbono e N-amonia contidas no melaco e na ragéo

(Avnimelech, 1999; Ebeling et al., 2006).
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Em cada tanque foram estocados aleatoriamente 90 juvenis/m? de L. vannamei com
peso de 1,4 + 0,4 g. Os animais foram alimentados com racdo comercial (Carcimax®, 35%
proteina bruta, Irca do Brasil), ofertada duas vezes ao dia (8 e 16 horas) em uma quantidade
variando de 8% a 3% da biomassa total por dia, do inicio ao final do cultivo. A sobra diaria da
racao foi coletada e armazenada sob refrigeracéo para posterior quantificacdo da matéria seca.
2.2. Andlise da qualidade da agua

Durante o periodo experimental, a temperatura da agua, o oxigénio dissolvido
(multiparametro: YSI modelo 550A) e o pH (pHmetro digital portatil WTW, 330i) foram
mensurados diariamente (8 e 16 horas), enquanto que a transparéncia (disco de Sechi) e a
salinidade (refratbmetro de salinidade S-10E, Atago) foram aferidas semanalmente.

Para determinacdo de nitrogénio amoniacal total (TAN) foi utilizado o método de
salicilato (Hach 10023, Salicylate Method); o nitrogénio-nitrito (N-NO;) foi analisado
segundo o método de diazotizacdo (Hach 8507, Diazotization Method, absorbancia a 507 nm)
e 0 nitrogénio-nitrato (N-NO3) pelo método de reducdo de cadmio (Hach 8039, Cadmium
Reduction Method; 500 nm). A alcalinidade (expressa em equivalentes de CaCOs) e a
medicdo dos solidos suspensos totais foram determinadas por kit colorimétrico e conforme
APHA (1995), respectivamente. Estes parametros foram avaliados quinzenalmente utilizando
espectrofotdmetro Hach DR2800.

2.3. Contagem de bactérias heterotroficas, quimioautotroficas e Vibrio spp.

Amostras de agua (n=3 por tratamento) para analises microbioldgicas foram tomadas
atraves de tubos falcon de 50 mL, cujo ponto de retirada foi o centro do tanque circular com
aeracdo, em trés tempos: apés 31, 44 e 53 dias do inicio do povoamento dos tanques
experimentais.

Apols homogeneizacdo das amostras em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%), foram
realizadas diluicBes sucessivas (1:10) em oito vezes (10®). Foram inoculados 30 pL de cada

amostra diluida em placas contendo os meios Agar Marinho (AM, Himedia®) e Agar
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Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Himedia®) para contagem de bactérias
heterotroficas e vibrios, respectivamente, e 1mL de cada amostra diluida foi inoculado em
profundidade para o meio solido especifico de bactérias quimioautotroficas (0,59 (NH,)2SOy,
0,59 NaHCO3, 13,59 Na,HPO,4 ou K;HPO,, 0,1g MgS0,.7H,0, 0,014g FeCl3.6H,0 e 0,18¢
CaCl,.2H,0 em 1000 mL de &gua destilada). As placas foram incubadas a 30°C por 24h e 0s
resultados foram expressos em unidades formadoras de colénias (UFC/mL).
2.4. Desempenho zootécnico

Parametros de crescimento foram realizados quinzenalmente com amostras
equivalentes a 10% da populacéo de cada parcela experimental para avaliar o desempenho dos
camar@es através do ganho de peso (peso final - peso inicial), sobrevivéncia (n° final de
camardes / n° inicial de camardes) x 100), peso medio final (biomassa final / n° de individuos
ao final do cultivo), ganho de biomassa (biomassa final - biomassa inicial), taxa de
crescimento especifico [TCE %/dia = (In peso final - In peso inicial) / tempo de cultivo x 100]
e producdo (biomassa final / volume da unidade experimental).
2.5. Analises estatisticas

A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para avaliar os efeitos da adicdo de
melaco em diferentes relacdes C/N, complementada pelo teste de Duncan ao nivel de
probabilidade de 5%. Os dados de sobrevivéncia foram transformados pelas fung¢bes arcsen
x>®. Nos casos onde persistiu a heterogeneidade de variancias, foi aplicada a anélise de
variancia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis (p<0,05). As andlises estatisticas foram
realizadas de acordo com Zar (1996) e os calculos foram desenvolvidos com o auxilio do
software SysEAPRO v. 1.0.

Os dados de quantificacdo bacteriana foram previamente transformados em log (x). Os
dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) complementada pelo teste de Tukey

(p<0,05) utilizando o software SASM-Agri 8.1.
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3. Resultados
3.1. Fatores de qualidade da 4gua e desempenho zootécnico

As variaveis fisico-quimicas de qualidade da agua estdo sumarizadas na Tabela 1.
Todas as variaveis estiveram dentro da faixa de conforto fisioldgico para L. vannamei e nédo
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos experimentais. Foram
obtidos os valores médios de temperatura a 27,9°C, oxigénio dissolvido entre 4,9 e 5,2 mg/L,
pH entre 7,6 e 7,8, salinidade em 33 g/L, transparéncia de 14 a 16 cm, solidos suspensos entre
0,23 e 0,34 mg/L, alcalinidade entre 107,2 e 142,6 mg CaCOs/L, nitrito entre 0,17 e 0,37
mg/L, nitrato entre 0,57 e 1,21 mg/L e aménia entre 0,47 e 0,75 mg/L.

N&o houve influéncia das diferentes relagdes carbono/nitrogénio sobre o peso final, a
taxa de crescimento especifico (TCE), o ganho de peso, o ganho de biomassa e a producao até
o final do cultivo (Tabela 2). Os pesos médios finais dos camarfes entre os tratamentos
apresentaram peso medio acima de 10 g. O ganho de biomassa nos tratamentos 25M e 30M
apresentaram valores superiores aos demais (699,1 g e 592,0 g, respectivamente). As médias
de TCE (%/dia) variaram entre 3,7 e 4,0; e maior producdo em g/m? foi observada no
tratamento 25M, seguida do 30M (Tabela 2). Os dados de sobrevivéncia diferiram
significativamente (p<0,05) e chegaram a valores de 85,2% e 79,6% nos tratamentos 25M e
30M, respectivamente, e menor média no tratamento 20M com 63,7% de sobrevivéncia
(Tabela 2).

3.2. Contagem de bacteérias da 4gua de cultivo

Devido a fertilizacdo orgénica aplicada, os experimentos conduzidos em sistema
heterotrofico apresentaram elevadas quantificagdes de bactérias heterotroficas (Tabela 3).
Diferencas significativas de contagem de bactérias heterotréficas totais (BHT), de bactérias
autotroficas totais (BAT) e de Vibrio spp. foram encontradas entre os tratamentos (p<0,05).

Maior concentracdo de contagem de BHT foi encontrada em tanques onde a relacéo

C/N foi de 15:1, atingindo uma média de contagem de 1,57.10" UFC/mL (Tabela 3). Tal dado
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implica que ndo é preciso aumentar a fonte de carbono para atingir relacbes maiores de C:N a
fim de promover um maior crescimento deste grupo de bactérias. A condicdo heterotrofica
também favoreceu um crescimento significativo de BAT (1,38.10° UFC/mL no tratamento
30M). A menor concentracdo de vibrios foi na relagdo 25:1 (25M) com uma populacdo de
5,16.10° UFC/mL, seguida da 30M (Tabela 3). Avaliando somente as relacdes C:N (15:1,
20:1, 25:1 e 30:1), as médias de contagem de BHT durante todo o periodo de cultivo seguiram
a ordem da menor relacdo para a maior, ndo sendo observado essa tendéncia nas médias dos
outros grupos de bactérias (BAT e Vibrio spp.) (Tabela 3).

O crescimento bacteriano heterotréfico (BHT) apresentou um acréscimo populacional
com o tempo de cultivo, independentemente da taxa de fertilizacdo com melaco aplicada
(Figura 1a); o mesmo aconteceu com bactérias autotroficas e com a populacdo de bactérias do
género Vibrio, porém neste Gltimo grupo bacteriano avaliado esse acréscimo na contagem
UFC/mL foi mais discreto (Figura 1b,c). Vale ressaltar que a menor variacdo de BHT com o
tempo foi percebida no tratamento que utilizou a relacdo 30:1 (30M), que teve um
comportamento quase linear. De acordo com os graficos, nota-se que a populacdo de BHT

permaneceu mais concentrada durante todo o tempo de cultivo (Figura 1a).

4. Discussao

Os valores de pH se mantiveram abaixo de 8 (Pillay, 1990) e, a faixa de temperatura,
proxima da ideal para a espécie L. vannamei, entre 26°C a 33°C (Nunes, 2002). A salinidade
média (33+2,47%0) permaneceu dentro da faixa adequada para o cultivo da espécie (Audelo-
Naranjo et al., 2011) e, por se tratar de uma espécie eurihalina, 0 L. vannamei suporta uma
ampla variagdo de salinidade (0 a 50%o) (Bett ¢ Vinatea, 2009; Kumlu et al., 2010).

As concentracdes de amonia permaneceram abaixo dos niveis citados por Lin e Chen
(2001) que recomendam uma faixa de seguranca para juvenis de L. vannamei entre 3,55-3,95

mg.L™? (salinidade de 25-35%.) apds testes de toxicidade aguda; porém, esses niveis mais
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baixos ndo interferiram no desempenho do animal. De acordo com Samocha et al. (2007), a
adicdo de melaco é uma ferramenta eficaz para manter baixos niveis de amonia,
provavelmente devido a sua utilizacdo por bactérias nitrificantes A concentracdo de nitrato
(NO; mg.L™) é variavel e pode mudar com os tipos de gestdo de cultivo adotados (Correia et
al., 2014). As tendéncias gerais ao longo do tempo das concentracdes de amonia, nitrito e
nitrato encontradas neste estudo foram esperadas, uma vez que a cultura foi iniciada usando
agua clorada limpa, e estas variaveis ndo se correlacionaram com as diferentes relagdes C:N.
A transparéncia é normalmente usada na aquicultura como pardmetro de
gerenciamento no controle da qualidade de agua; € utilizada como indicadora de concentracao
de fitoplancton. Possivelmente, o maior aporte de carbono orgénico no sistema permitiu o
desenvolvimento de flocos bacterianos, aumentando a quantidade de sélidos organicos
suspensos, e consequentemente, reduzindo a entrada de luz e a transparéncia. Nas maiores
relacBes (25:1 e 30:1), a maior disponibilidade de solidos suspensos pode estar relacionada
aos melhores valores de ganho de biomassa (g) e producéo (g/m?) do animal cultivado. Luis-
Villasefior et al. (2015) utilizando sistema BFT com L. vannamei na relagdo 7.1:1 (C:N)
obteve valor referente a taxa de crescimento especifico de 1,40 + 0,11 (%/dia); neste estudo
variou de 3,7 a 4,0 (£ 0,1 %/dia), o que foi melhor devido ao incremento da fonte de carbono.
Ainda em relagcdo aos mesmos autores, foi observada uma sobrevivéncia de 70% (Luis-
Villasefior et al., 2015). Uma baixa influéncia no desempenho em sistemas de cultivo de
camardo com troca de agua zero ou limitada foi observada por Devaraja et al. (2002) e
Patnaik et al. (2007), indicando que as melhorias de parametros zootécnicos em sistemas de
bioflocos podem mudar de acordo com as condi¢bes de cultivo, como densidade de
estocagem, por exemplo. Tanto Arantes (2007) quanto Samocha et al. (2007) ndo encontraram
diferengas nos indices de crescimento e conversdo alimentar de L. vannamei com diferentes
fertilizacdes com melaco e consequente maior disponibilidade de bioflocos (sélidos

SUSpensos).
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Resultados referentes as contagens bacterianas indicaram predominancia de bactérias
heterotréficas na biorremediacdo da agua de cultivo e no possivel controle da populacao
vibrionacea. Devaraja et al. (2002), estudando mudangas em populagdes microbianas em
lagoas tratadas com e sem probidticos comerciais, encontrou similarmente uma alta
densidade de bactérias heterotroficas em todos os tratamentos. Burford et al. (2003)
obtiveram um total de contagem de bactérias heterotréficas de 5,42.10" (+1,78) UFC/mL em
um periodo de 47 dias de cultivo na relacdo C:N de aproximadamente 5:1 do material
particulado encontrado no cultivo de L. vannamei em sistema intensivo, embora neste caso as
bactérias tenham sido contadas por epifluorescéncia, o que produz valores mais altos do que
0 método utilizado neste trabalho (Maki e Remsen, 1981). Também foram encontradas
populagdes de 8,15.10° (+2,9) UFC/mL de bactérias heterotréficas (meio AM) e de 1,58 .10
(x0,4) UFC/mL de Vibrio na relacdo 7.1:1 em estudos em sistema BFT com L. vannamei
realizados por Luis-Villasefior et al. (2015). Resultados de contagem similares foram obtidos
por Arantes (2007) em relacdo a quantificacdo de bactérias heterotroficas em sistema
heterotrofico de cultivo de L. vannamei sob as condi¢fes 20:1 e 30:1 (C:N), onde atingiu
médias de 1,4x10° e 1,7x10" UFC/mL, respectivamente; nessas mesmas relacdes, os autores
encontraram uma populagéo de vibrios de 6,1x10° UFC/mL em ambas. No presente estudo, a
populacgéo de Vibrio foi menos representativa em todos 0s grupos experimentais.

Foi observado, também, que ndo foi preciso aumentar a fonte de carbono para
aumentar o nimero de bactérias. Apesar das altas entradas de carbono organico e nitrogénio,
resultando em relagdes de C:N mais altas, o crescimento bacteriano pode ter se limitado pela
maior disponibilidade de C, como ocorreu com a populacéo heterotréfica na relacdo 30:1;
houve, também, menor disponibilidade de oxigénio dissolvido nesta relacdo, o que nao
relaciona ao consumo por bacterias. As bacterias heterotréficas contrubuiram para 0s
processos de nitrificagdo seguida de desnitrificacdo ja que foram encontrados valores baixos

de amonia, nitrato e nitrito nos quatro tratamentos. Além disso, 0 aumento da disponibilidade
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de carbono organico se relacionou a diminuicdo do processo de nitrificagdo, visto na
condicdo 30M cuja média para nitrato (mg/L) esteve mais elevada, condizendo com a menor
populacéo heterotrofica neste tratamento.

A concentracdo de Vibrio é um dos fatores mais importantes que afetam o
desempenho do cultivo, e de acordo com Luis-Villasefior et al. (2013), varias espécies de
Vibrio presentes no bioflocos ndo séo benéficas para o camardo, o que pode provocar perdas
significativas no cultivo do animal. Concomitantemente, menor populacdo de vibrios foi
encontrada no tratamento 25M onde, no mesmo, foi encontrada a maior média de
sobrevivéncia (85,2%). Ndo houve correlacdo dos melhores indices de sobrevivéncia (25M e
30M) com parametros fisico-quimicos, tornando possivel fazer somente a ligacdo deste
parametro com as menores concentracoes de bactérias do género Vibrio. Houve o predominio
da populacdo de bactérias heterotroficas e autotréficas em todos os tratamentos e durante
todo o tempo de cultivo; este fato foi o principal responsavel pela acdo antagdnica para o
controle de Vibrio spp., j& que competem pelo ambiente. O surgimento das bactérias
autotroficas acontece entre 15-22 dias apds o inicio da fertilizacdo orgénica da &agua
(Avnimelech, 2012). Entretanto, as vias heterotroficas e autotréficas de controle da amonia
na agua do cultivo ndo sdo excludentes e podem estar presentes simultaneamente ao longo de
todo cultivo. Neste estudo, essas populacBes se mantiveram em uma leitura de 10" e 10°
UFC/mL, respectivamente.

Sistema de bioflocos é uma alternativa eficiente contra patdégenos, mantém a
qualidade da agua em niveis 6timos e aumenta a sobrevivéncia e o crescimento de camarao
por ser uma técnica que se utiliza de um manejo controlado (Crab et al., 2010; Crab et al.,
2012; Xu e Pan, 2013). Sistemas aquicolas baseados no aporte de fontes organicas de carbono
demandam uma maior quantidade de oxigénio dissolvido e, portanto, necessitam de um
sistema de aeracdo bastante eficiente que favorece a degradacéo de nitrogénio tdxico e outros

compostos pela comunidade bacteriana (Avnimelech, 2009). Este fato explica a importancia
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do estimulo do proliferacdo de microbiota benéfica dentro do sistema de cultivo, atuando na
melhoria da qualidade da agua ou na decomposicao de matéria organica, aléem de atuar como
biocontrole do aumento populacional de bactérias do género Vibrio. Adicionalmente, o
incremento populacional de bactérias heterotroficas esta relacionado ao aumento de bioflocos
(agregados microbianos) na agua, e este serve de alimento direto para o camardo cultivado

por ser onivoro.

5. Concluséo

A concentracdo de bactérias heterotréficas foi maior nas menores relacbes C:N e
houve uma tendéncia a uma sucessdo populacional microbioldgica de acordo com o tempo de
cultivo. O incremento na abundancia de bactérias ndo contribuiu para aumentar a conversdo
alimentar e o crescimento dos camardes. A prevaléncia de bactérias heterotroficas e
autotrdficas provavelmente contribuiu para a baixa populacional de bactérias do género

Vibrio.
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Tabela 1. Médias (x erro padrdo) das varidveis de qualidade de agua, temperatura (°C),

oxigénio dissolvido (mg.L™), pH, salinidade (g/L), transparéncia (cm), nitrito (NO, mg.L™),

nitrato (NOs mg.L™), sélidos suspensos totais (mg.L™), amonia (TAN mg.L™) e alcalinidade

(mg de CaCOs;.LY) do cultivo do camardo L. vannamei em diferentes relacdes

carbono/nitrogénio 15:1 (15M), 20:1 (20M), 25:1 (25M) e 30:1 (30M).

Tratamentos
Variaveis
15M 20M 25M 30M

Temperatura (°C) 279+16 28,0+1,7 28,1+138 27,8+1,7
Oxigénio dissolvido (mg/L) 52%0,6 51+0,6 49+0,8 51+0,7
pH 76+04 76+04 7,6+0,3 78+11
Salinidade (g/L) 33+25 33+26 34+23 34+27
Transparéncia (cm) 16+7,3 15+7,1 15+7,7 14 +£8,1
Nitrito (mg/L) 0,37 +0,32 0,34 +£0,29 0,22 +0,30 0,17 £ 0,22
Nitrato (mg/L) 0,78 +0,74 0,57 +0,39 0,88 + 0,55 1,21 +1,26
Solidos Suspensos (mg/L) 0,23+£0,17 0,30 £ 0,21 0,31+£0,22 0,34+ 0,26
Amonia (mg/L) 0,69 + 0,39 0,75+0,30 0,75+0,34 0,47 +0,38
Alcalinidade (mg CaCO3 /L) 107,2+32,8 1184 +34,7 123,4+325 142,6 + 26,1
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Tabela 2. Médias (+ erro padrdo) para parametros de cultivo de L. vannamei em diferentes

relacBes carbono/nitrogénio: peso inicial, peso final, taxa de crescimento especifico (TCE),

ganho de peso, sobrevivéncia, ganho de biomassa e producéo.t

Tratamentos
Variaveis
15M 20M 25M 30M

Peso inicial (g) 1,440,2 1,5+0,1 1,3+0,1 1,5+0,1
Peso final (g) 11,3+£1,6 10,9+1,2 10,6+1,1 10,1+1,0
TCE (%/dia) 4,0+£0,5 3,8+0,2 4,0+0,1 3,7£0,1
Ganho de peso (9) 9,9+1,7 9,4+1,1 9,3+1,1 8,6+1,0
Sobrevivéncia (%) 69,3+4,0% 63,7+6,8" 85,242,3° 79,648,0°
Ganho de biomassa (g) 571,3+125,5 489,4+109,2 699,1+105,4 592,0+137,5
Produczo (g/m?) 700,3+118,8  622,3+109,4  816,1+110,8  726,1+1446

Diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas

entre os tratamentos (p<0,05).
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414  Tabela 3. Valores das médias (+ erro padrdo) de contagem de bactérias heterotréficas totais
415  (BHT), bactérias autotroficas (BAT) e Vibrio spp. (TCBS) em amostras de agua de cultivo de

416  L.vannamei.l

Tratamentos BHT (UFC/mL) BAT (UFC/mL) TCBS (UFC/mL)
15M 1,57x10" + 9,81x10° ® 1,03x10° + 4,38x10°*  1,59x10* + 6,23x10%?
7,53x10° + 3,08x10°
20M 1,12x107 + 8,64x10°% ® 9,04x10° + 5,22x10°° i
a
25M 6,04x10° + 4,32x10°"° 1,19x10° + 7,28x10°*  5,16x10° + 3,59x10°°
6,29x10° + 3,31x10°
30M 7,93x10° + 1,92x10° ¢ 1,38x10° + 8,38x10° 2

ab

417  'Diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas
418  entre os tratamentos (p<0,05).
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433  Legenda da figura

434  Figura 1. Variacdo de contagem (UFC/mL) de a) Bactéria Heterotrofica Total (BHT), b)
435  Bactéria Autotréfica Total (BAT) e c) Vibrio spp. na agua de cultivo de Litopenaeus
436  vannamei utilizando sistema de bioflocos em diferentes relagdes carbono/nitrogénio e durante
437 31, 44 e 53 dias. Pontos dos dados simbolizam as médias (+ erro padrao).
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Resumo

Adicionadas a dieta ou diretamente na agua, as bactérias probioticas tém sido utilizadas para
controle biologico e aumento da digestibilidade alimentar e do sistema imune de camardo. O
isolamento de bactérias do proprio 6rgdo do animal cultivado é o primeiro passo para a
selecdo de um probidtico, pois demonstra a capacidade desses microrganismos de nao serem
afetados pela atividade enzimatica do hospedeiro. Partindo desse contexto, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar e avaliar cepas isoladas de estdmago e hepatopancreas de
Litopenaeus vannamei cultivado em sistema heterotrofico através de testes in vitro para
selecdo de probiotico. Primariamente, foi realizada uma pre-selecdo conforme atividades
positivas para protease e amilase, seguida de identificacdo pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA utilizando os primers fD1 e rD1. Os isolados do género Bacillus foram caracterizados
morfo-fisiologicamente e bioquimicamente, sendo também testados contra Vibrio
parahaemolyticus (ATCC 17802), V.alginolyticus (IAL 1957), V. mimicus (DBBM/CDC
2279-80) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), e avaliados pela formacdo de biofilme
em monocultura e em cocultura. Foi obtida uma colecdo heterogénea de 107 isolados
bacterianos do hepatopancreas e estbmago de Litopenaues vannamei, porém apenas 20 foram
positivos para as atividades enzimaticas testadas. Os amplicons apds sequenciamento do DNA
apresentaram tamanho maior que 1,1Kb e homologia com as bactérias dos géneros Bacillus e
Shewanella. A cepa IPA 24 (Bacillus amyloliquefaciens) foi satisfatéria em relacdo a
atividades enzimaticas e inibicdo de Pseudomonas aeruginosa, enquanto as cepas IPA 56 (B.
subtilis) e IPA 58 (Bacillus sp.) tiveram maiores valores de indice Enzimético para excrecio
de amilase e atividade antagbnica para o Vibrio mimicus. A cepa IPA 122 (B. pumilus)
apresentou maior IE quanto a excregdo de protease e maior atividade de lipase, e IPA 239 (B.

amyloliquefaciens) elevada atividade de lipase. Todas as cepas produziram sideréforos e o
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isolado IPA 58, em monocultura, se destacou pela formacdo de biofilme. Resultados
indicaram bactérias candidatas a probidtico.

Palavras-chave: Bacillus, enzimas digestivas, composi¢éo bioguimica, 16S rRNA, camarao

1. Introducéo

Apesar da rapida expansdo da carcinicultura, o surgimento de doencas e deterioracdo
das condi¢des ambientais tém causado sérios prejuizos econdémicos a este setor produtivo. A
industria do camardo experimentou severos recuos como resultado de surtos frequentes de
doencas epidémicas, particularmente causadas por Vibrio spp. ou virus (Zheng e Wang,
2016).

Diante das grandes perdas na producdo, desde a década de 1980, os probioticos séo
utilizados mundialmente na aquicultura como controle bioldgico de bactérias patogénicas e
aumento do sistema imune dos camardes cultivados e da digestibilidade alimentar. No dltimo
caso, quando adicionados ao alimento, facilitam a digestéo por causa das enzimas produzidas
por estes microrganismos benéficos introduzidos que complementam a atividade enzimética
total no sistema digestivo do animal (Ziaei-Nejad et al., 2006).

Microrganismos probiodticos devem possuir a capacidade de sobrevivéncia no trato
gastrointestinal, ndo provocar toxicidade e nem patogenicidade ao homem e nem aos animais,
apresentar estabilidade durante o periodo de estocagem, permanecer viavel por longos
periodos em condi¢des normais de armazenamento e ter capacidade de competir contra
bactérias intestinais ndo desejaveis, demonstrando efeitos positivos ao hospedeiro (Ferreira et
al, 2012). Varios autores confirmam o uso benéfico de microrganismos do género Bacillus na
aquicultura pela capacidade de reduzir a quantidade de bactérias patdgenas e diminuir as

concentracdes de materia orgédnica na agua, melhorando o ambiente de cultivo.
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Adicionalmente, algumas espécies colonizam o trato intestinal de organismos aquaticos
quando incorporados as dietas (Mourifio et al., 2010). Uma grande vantagem do uso deste tipo
bacteriano € a sua capacidade de esporular, o que facilita a manipulacdo e inclusdo em dieta
deste microrganismo devido a resisténcia dos esporos ao processo de peletizacdo. Além disso,
sdo facilmente produzidos em escala comercial e incorporados em produtos comerciais
(Ochoa-Solano e Olmos-Soto, 2006).

As espeécies mais utilizadas na carcinicultura sdo Bacillus megaterium, B. circulans, B.
fusiformis, B. coagulans, B. pumilus, B. licheniformis e, principalmente, B. subtilis. Espécies
de Bacillus amyloliguefaciens sdo fenotipicamente similares a B. subtilis (Welker e Campbell,
1967). Entretanto, pesquisas que descrevam o uso de B. amyloliquefaciens como probiotico
na aquicultura sdo escassas. O objetivo desse trabalho foi avaliar e caracterizar cepas
bacterianas isoladas de estdbmago e hepatopancreas de L. vannamei através de testes in vitro
de excrecdo de enzimas, exclusdo competitiva, antagonismo a patdégenos comuns na
carcinicultura e deteccdo de formacdo de biofilme para posterior utilizacdo em cultivo de

camaréo em escala piloto.

2. Material e métodos

As cepas bacterianas foram tomadas de dois cultivos experimentais heterotréficos
distintos realizados na Estacdo de Aquicultura (Base de Piscicultura) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) e, as analises desta pesquisa, foram realizadas no Laboratorio
de Enzimologia (LABENZ) do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e nos Laboratorios de Biologia do Solo e de Genoma do Instituto

Agrondmico de Pernambuco (IPA).
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O primeiro cultivo experimental com o camardo marinho Litopenaues vannamei foi
realizado em 2008 na Estacdo de Aquicultura do Departamento de Pesca e Aquicultura da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), durante 52 dias, utilizando doze
tanques circulares de fibra de vidro com agua salgada (33 g/L), supridos por um sistema de
aeracdo continuo e sem renovacdo de agua. Foi adotado um delineamento inteiramente
casualizado composto por quatro tratamentos e trés repeticGes para cada uma das diferentes
relagbes C:N, 15:1, 20:1, 25:1 e 30:1, usando uma densidade de estocagem de 90
camardes/m? (peso médio de 1,4 g). No segundo cultivo, camardes também da espécie L.
vannamei (peso médio de 1,58 g) foram submetidas a quatro tratamentos e trés repeticbes para
cada por um periodo de 90 dias, sendo dois tratamentos experimentais em sistema
heterotréfico com o uso de dois probidticos comerciais (HP1 e HP2) e dois controles: um em
sistema autotrofico (Aut) e outro em heterotréfico (Het), ambos sem uso de probidticos.

2.1. Isolamento bacteriano

Amostras de camardes para isolamento de colonias bacterianas foram tomadas ao final
do experimento em ambos os cultivos. De antemao, apenas as bactérias crescidas e isoladas
de camardes cultivados nos tratamentos sem uso de probidtico foram submetidas as etapas
seguintes ao isolamento, para selecdo de bactérias candidatas de acordo com testes in vitro.

Os animais adultos (n=32) de peso médio final de 10,8 g (média de 10,7 g do primeiro
cultivo e média de 10,9 g do segundo cultivo) foram sacrificados em banho de gelo e o
hepatopancreas e o estbmago foram extirpados em condi¢fes estéreis. A desinfeccdo seguiu
imersdo em alcool 70% por 15 segundos, imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio (1,5%)
com 0,1% de tween-80 por 15 minutos e enxague por trés vezes em agua destilada
esterilizada. O conteudo interno foi semeado em placas contendo os meios Agar Marinho

(AM, Himedia®) e Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Himedia®), e incubados a
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30°C por 24h em estufa bacteriologica. Todo material microbiolédgico crescido nas placas foi
coletado por alca de platina, submetido a etapa de diluicdes sucessivas (1:10) em oito vezes
(10®) em soluco salina a 0,85% e foram inoculados 30 pL de cada amostra diluida nos
mesmos meios solidos para contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/mL) ap6s
incubacdo sob as mesmas condigdes. A partir da diluicdo 10™ foram escolhidas as placas com
maior diversidade morfologica de coldnias para isolamento e, posterior estudo de excrecédo de
enzimas digestivas e de identificacdo molecular da microbiota.

2.2. Selecdo in vitro da cole¢do bacteriana

Para carater de utilizacdo como probiotico, a escolha se baseou prioritariamente pela
excrecdo extracelular de enzimas como a protease (Price et al., 1982) e a amilase (Buzzini e
Martini, 2002) através da formacdo de halo transparente ao redor da colénia (halo de
degradacdo). A avaliacdo da atividade proteolitica foi realizada utilizando leite desnatado
comercial como substrato e agar bacteriologico na propor¢do de 1:1 (v/v) e a excregdo de
amilase foi avaliada através de Agar Amido (SA, Himedia®) com a adi¢do de 1 mL de tintura
de iodo apds incubacdo para visualizagdo do halo. Os testes foram conduzidos em triplicata.

A atividade hidrolitica das bactérias para as duas enzimas testadas foi estimada
semiquantitativamente determinando o indice Enzimatico (IE) que expressa a relacdo direta
do didmetro do halo de degradacéo e o didmetro médio da colénia (Rao et al., 1998).

2.3. Identificagdo por técnicas moleculares

Inicialmente, os isolados bacterianos com atividade enzimatica foram submetidos a
caracterizacdo morfobioquimica através da coloracdo de Gram. Esta definicdo foi necessaria
para a etapa posterior de extragdo de DNA cujo protocolo do kit utilizado se diferencia em um

momento para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A bactéria Bacillus subtilis
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(ATCC 6633) cedida pelo Departamento de Antibioticos da UFPE foi utilizada como controle
do sequenciamento.
2.3.1. Extracdo do DNA

A extracdo de DNA bacteriano foi realizada por kit comercial da Axygen®, conforme
as instrucdes do fabricante, recomendado para o isolamento rapido de até 20ug de DNA a
partir de ImL de amostra bacteriana (<10x10° coldnias). A integridade do DNA extraido das
bacteérias foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampao TBE 1X pH 8,0,
a 76V durante 1 h, com marcador de massa molecular para quantificacdo de 100pb a 2000pb
(Low DNA mass Ladder Invitrogen™), corado com Syber Gold (Invitrogen™), visualizado
em luz ultravioleta e fotodocumentado (Loccus L-PI1X HE).
2.3.2. Amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA

A sequéncia completa do gene 16S rRNA foi obtida por PCR utilizando os
oligonucleotideos fD1 (5"-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3") e rD1 (5"-AAG GAG
GTG ATC CAG CC-3") para o dominio bactéria, segundo Weisburg et al. (1991). A reacéao
foi realizada para um volume final de 25uL, contendo: 1x tampdo PCR, MgCl; (2,6mM),
dNTP (0,5mM), 1uM de cada primer, Tag DNA-polimerase (2,5U/uL Invitrogen™) e DNA
(20ng/uL). As reacdes foram realizadas em termociclador (C1000 Thermal Cycler - BioRad),
programado com um ciclo inicial de 3min a 94°C, seguido de 30 ciclos em desnaturacdo a
92°C por 50 seg, anelamento a 62,3°C por 50seg, e extensao 72°C por 1min e 45 segundos,
finalizando com uma extensdo a 72°C por 7min (Weisburg et al., 1991).

Os produtos de PCR foram visualizados e quantificados em gel de agarose 1,2% (p/v)
com o marcador de peso molecular “100pb DNA Ladder” (Invitrogen'™), purificados
segundo Lyra (2001) e sequenciados pela empresa ACTGene Anélises Moleculares localizada

no Campus do Vale da UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul).
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2.3.3. Analise das sequéncias

As sequéncias do gene 16S rRNA obtidas foram comparadas com sequéncias
depositadas no banco de dados Genbank através do programa BLASTn (NCBI-
www.ncbi.nih.gov) para o alinhamento local. Com o auxilio do programa CodonCode Aligner
foi realizada a criacdo de sequéncias contigs entre os fragmentos sequenciados. Para a criacdo
do banco de dados das cepas sequenciadas foi utilizado o programa OligoCalculator
disponivel no website http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html. Através deste, foram
obtidas informacBes sobre tamanho do fragmento do DNA de cada cepa bacteriana, peso
molecular, conteddo de guanina (G) e citosina (C), e temperatura de fusdo (Melting
Temperature) em °C.
2.4. Caracterizacdo morfofisioldgica e bioquimica

Foi realizada uma caracterizacdo dos isolados do género Bacillus ap6s sequenciamento
qguanto a similaridade morfofisioldgica e bioquimica, sendo comparados aos controles, a
dizer: B. amyloliquefaciens (UFPEDA 324), B. subtilis (ATCC 6633), B. subtilis (ATCC
19659) e B. pumilus (ATCC 14884). As duas primeiras foram cedidas pelo Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e as duas Ultimas sdo
procedentes da colecdo do Laboratério de Microrganismos de Referéncia da Fundacédo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As bactérias ATCC (American Type Culture Collection)
liofilizadas foram inicialmente recuperadas em meio TSB (caldo triptona de soja) e foram
posteriormente semeadas em placas de Petri com meio de cultura TSA (&gar triptona de soja)
acrescida de 2% NaCl para seguimento dos testes propostos.

A andlise morfologica e fisioldgica foi realizada em placas de Petri no meio Agar
Nutriente (AN). Foram observadas as seguintes caracteristicas morfologicas das col6nias

isoladas: forma (circular, puntiforme, irregular); borda (inteira, filamentosa, ondulada, lobada,
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denteada); superficie (lisa, rugosa, lobulada); transparéncia (transltcida, opaco, transparente);
cor (incolor, branca, creme, amarela, laranja, rosa, etc); elevacdo (plana, lente, convexa,
pulvinada, umbonada, umbilicada); e tamanho (<1mm, >1mm). Dentre as caracteristicas
fisiologicas avaliadas, encontram-se: tempo de crescimento (<24h, >24h); formagéo de muco
(ausente, presente); e alteracdo no meio (&cido, alcalino, neutro) (Costa Junior et al., 2009). A
formacéo de acidos e alcalis foi obtida através do meio 79 modificado (Reis et al.; 2011) com
indicador azul de bromotimol e pH 7.

Para todas as determinacBes fisiologicas e/ou bioguimicas dos isolados foram
realizadas trés repeticdes de cada cepa bacteriana avaliada. Os testes realizados foram:
producdo de indol e de sulfeto de hidrogénio (H,S), assim como a prova de motilidade (prova
fisiolégica) conduzidos usando-se o meio SIM (Sulfito, Indol e Motilidade) semi-solido
(0,5% de agar) (Duff et al., 1957); oxidase em fitas comerciais (Probac do Brasil) seguindo
instrucdes do fabricante (Mac Faddin, 1976); catalase utilizando H,O, (peroxido de
hidrogénio) a 3% (Yano et al., 1991); atividade da enzima lipase com 0,001% de rodamina B
acrescido de 1% de azeite de oliva ao agar bacterioldgico e avaliacdo através da irradiacdo de
luz UV (359nm) com aparecimento de fluorescéncia ao redor das col6nias (Stamford et al.,
1998); degradacédo enzimatica da uréia pela urease utilizando caldo de uréia (com vermelho de
fenol e pH neutro) (Roberge e Knowles, 1966); deteccdo da producéo de sideroforos adaptado
de Schwyn e Neilands (1987) em meio TSL 1/10 (meio liquido de Tripticaseina de Soja
diluido 10 vezes para diminuir o teor de ferro), através da incubacdo sob agitacdo constante
(180rpm) a 30°C por 24h e adicdo da solucdo CAS ap6s procedimento (ver Apéndice 1); e
avaliacdo da capacidade de esporulacdo; para esta ultima, verificou-se a capacidade de

producdo de esporos resistentes ao calor baseado no choque térmico com aquecimento a 80°C
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por 10 minutos e posterior resfriamento em gelo a -10°C por 10 segundos para confirmacdo
do género Bacillus sp. (Leuschener et al., 2003) e posterior visualizacdo em microscopio.

O teste qualitativo de crescimento bacteriano em diferentes temperaturas (5°C, 30°C e
50°C), pH (6, 7 e 8) e concentracdes de cloreto de sodio (0, 17,5% e 35%) foi conduzido em
meio Luria Bertani (LB) sélido.

Tambeém foi realizada a avaliacdo por coloracdo do metabolismo bacteriano pelo meio
Agar TSI (triplice-actcar-ferro) distribuido em tubos inclinados e cuja constituicdo constou de
glicose (0,1%), lactose (1,0%) e sacarose (1,0%), peptonas, aminoacidos, incluindo
sulfurados, tiossulfato de sodio e citrato férrico amoniacal (indicador da producdo de H,S),
com pH neutro e um indicador de pH (vermelho de fenol). Apos incubacdo a 37°C por 24h,
puderam-se observar 0s processos fermentativos dos acucares (Edwards e Ewing, 1962).

2.5. Inibicédo de patdgenos in vitro

A andlise da producdo de metabolitos com capacidade antimicrobiana foi realizada
pelo teste de difusdo em poco. Primeiramente, indculos padronizados em solucdo salina
0,85% com 10° cél/mL (escala 0,5 MacFarland) de Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802),
V.alginolyticus (IAL 1957), V. mimicus (DBBM/CDC 2279-80) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442) procedentes da colecdo do Laboratério de Microrganismos de Referéncia da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), foram semeados em superficie em meio Agar TSA
(agar triptona de soja) com 2% de NaCl. Em seguida, culturas das bactérias em estudo foram
crescidas por 24h a 30°C em meio TSA com 2% de sal e suspendidas em solucdo salina
0,85%, e ajustadas a mesma escala. Uma aliquota de 20uL dessas bactérias foi depositada em
pogos (6 mm) feitos com pipeta Pasteur de vidro nas placas com cada bactéria patogénica

previamente semeada. Os testes foram conduzidos em triplicata e as placas foram incubadas a
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uma temperatura de 37°C por 24h. Como controle negativo, foi utilizado 20uL de solucéo
salina 0,85% para cada cepa patogénica testada.

A inibicdo de patdgenos foi determinada pelo aparecimento de um halo (zona clara)
inibitdrio produzido ao redor do poco impregnado com as bactérias em estudo. Os diametros
dos halos foram mensurados (em mm) com o auxilio de paquimetro digital Zaas Precision®
(300 mm), subtraindo-se o diametro dos pogos.

2.6. Deteccdo de formacéo de biofilme

Foi realizada através do método de cultura de tecidos em placas (TCP) e de acordo
com Christensen et al. (1985). As cepas de Bacillus IPA24 (B. amyloliquefaciens
MF581452.1), IPA56 (B. subtilis AY905693.1), IPA58 (Bacillus sp. HM021765.1), IPA122
(B. pumilus DQ837545.1) e IPA239 (B. amyloliquefaciens HQ844500.1) foram testadas
separadamente e em possiveis combinacfes de duas, trés e quatro cepas. A escolha dessas
cepas bacterianas se baseou de acordo com os resultados de atividades enzimaticas e da
resposta antagonica aos vibrios testados.

Foram previamente crescidas em meio Caldo Soja Tripticaseina (TSB, Acumedia®)
com 1% de glicose por 24h em estufa a 37°C. Em seguida, a biomassa crescida foi diluida
1/100 (volume/volume) em mesmo meio estéril. Os pocos da microplaca estéril de
poliestireno de fundo plano foram preenchidos com uma aliquota de 200uL das culturas
diluidas e com o meio estéril sem cultura (controle) para checar esterilidade e ligacdo nao
especifica do meio. As placas foram novamente incubadas por 24h a 37°C e, ap6s o periodo,
seguiram as etapas: remocdo do contetdo dos pocos com inversao da placa; lavagem com
200uL de tampdo salina fosfato (PBS pH 7,2) por quatro vezes; fixagdo das culturas com
acetato de sodio 2%; e coloracdo com cristal violeta 0,1% (peso/volume) sendo o excesso de

mancha removido com lavagens com agua deionizada. Ap6s secagem, a leitura da densidade
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oOptica (Abs 570nm) das bactérias aderentes foi realizada através de método imunoenzimatico
(ELISA). Para compensar a absorcdo de fundo, foi considerada a leitura do meio estéril,
fixador e corante.
2.7. Analise estatistica

Os resultados das atividades enzimaticas avaliadas foram submetidos a andlise de
variancia unifatorial (ANOVA) e, posteriormente, as médias das variaveis foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) atraves do software SASM-
Agri 8.1.

O experimento de biofilme foi realizado com seis réplicas para cada combinagdo. As
analises estatisticas foram realizadas com anélise de teste de variancia unifatorial (ANOVA)
seguida do teste de comparacdo de médias de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

(p<0,05) através do software SASM-Agri 8.1.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Selecdo e identificagdo da microbiota de camaréo

As médias de contagem de UFC/mL de amostras de camardo para quantificacdo de
bactérias heterotréficas em meio AM e de vibrios em meio TCBS revelaram a presenca de
uma concentracéo de 10° e 10, respectivamente. Existe uma populacdo microbiota dominante
que ¢é representado por bactérias heterotroficas, seguida por uma populacdo sub-dominante de
bactérias laticas e uma populagcdo residual composta de uma grande variedade de
microganismos, incluindo vibrios, que pertencem a flora autéctone do meio ambiente marinho
(Albinati, 2012). Vieira et al. (2010) e Mendes et al. (2009) relatam uma populacéo

semelhante desses grupos bacterianos no trato digestivo de L vannamei no inicio do
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experimento (tempo zero) chegando & uma populacdo heterotréfica de 10° e vibrionacea de
10°,

Do total de 107 bactérias isoladas dos oOrgdos dos animais cultivados,
aproximadamente 56% (60 cepas) foram do meio AM e, 0s outros 44 % (47 cepas), do meio
TCBS. Apesar da alta seletividade do meio TCBS para o género Vibrio sp., de acordo com 0s
resultados das analises feitas por identidade das sequéncias pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA (apresentadas posteriormente), observou-se que 0 meio de cultura ndo possibilitou
exclusivamente o isolamento do género de bactérias para o qual foi determinado, pois
algumas cepas foram identificadas molecularmente como dos géneros Bacillus e Shewanella.

Das bactérias isoladas, apenas 20 (=19%) foram positivas para alguma atividade
enzimatica testada de acordo com a Tabela 1. De um modo geral, a maioria das cepas
apresentou atividade proteolitica com indices enzimaticos préximos, apesar de haver
diferencas significativas, excetuando apenas os isolados IPA 55 e IPA 272, que ndo
apresentaram esta atividade. Esta Ultima cepa se mostrou eficiente quanto a excrecdo de
amilase (IE = 7,67). Adicionalmente, as bactérias que obtiveram os maiores IE para protease,
e que diferiram significativamente das demais, ndo apresentaram atividade amilolitica. Apesar
de apenas aproximadamente 9% do total de isolados serem capaz de excretar amilase, 0s
indices foram superiores em sua maioria aos mostrados pela atividade de protease (Tabela 1).

O Indice Enzimatico (IE) é um dos parametros semiquantitativos mais utilizados para
avaliar a capacidade de producdo de enzimas pelos microrganismos em meio solido, pois 0
processo de selecdo de microrganismos considerados como produtores de enzimas inclui a
correlagdo direta entre o didametro do halo de degradacdo e a habilidade degradativa dos
mesmos (Oliveira et al., 2006). Esses autores recomendam um IE > 2,0 para considerar um

microrganismo como produtor de enzimas em meio solido. Em concordancia a estes autores,
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apenas as cepas IPA 34, IPA 54, IPA 264, IPA 273 e IPA 276 nao foram satisfatorias quanto
ao IE para uma ou duas atividades testadas e, dessa forma, ndo foram sequenciadas (Tabela
1).

Em relacdo a caracterizacdo macromorfologica em placa contendo meio Agar
Nutritivo, as coldnias positivas para as atividades enzimaticas supracitadas (IE > 2,0 para uma
ou duas atividades testadas) se dividiram em apenas dois grupos com diferenca na coloracao
da col6nia entre branca e laranja, com excecdo das cepas IPA 17, IPA 55 e IPA 272, cujas
colbnias sdo amarelas, sendo a IPA 17 diferente das outras duas. Dentre as cepas de col6nia
branca ou branca transparente, de tamanho médio a grande, borda irregular e variando entre
seca e viscosa encontram-se: IPA 13, IPA 14, IPA 24, IPA 34, IPA S.51, IPA 56, IPA 58, IPA
122, IPA 239, IPA 240 e IPA 264. As cepas IPA 54, IPA S.252, IPA 273, IPA 275, IPA 276 e
IPA 277 apresentam colbnias alaranjadas circulares, bem similares, de borda lisa, tamanho
médio e sem viscosidade.

Os isolados IPA 13, IPA 14, IPA 24, IPA 56, IPA 122, IPA 239, IPA 240, IPA 272 ¢
IPA 275 foram caracterizados como Gram-positivos e, 0s demais, como Gram-negativos. A
qualidade do DNA extraido foi vista por meio de eletroforese em gel de agarose e o
aparecimento de uma Unica banda integra de alto peso molecular indicou que o processo foi
bem sucedido.

Todas as cepas apresentaram contigs com tamanho superior a 1100pb, tamanho este
esperado para 0 gene em questdo. Com o programa BLASTN realizou-se uma pesquisa para
comparacdo com o banco de dados gendmicos. Todos os contigs apresentaram homologia
com sequéncias depositadas no GenBank e cada isolado foi relacionado a uma espécie (acesso

mais bem pontuado) de acordo com o menor valor E (E-value) e a maior similaridade (Tabela



325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

73

2). A cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633 (B.s.) utilizada como testemunha do
sequenciamento validou os resultados.

As cepas apresentaram similaridade acima de 97%, excetuando-se a IPA 272 que
apresentou 83% de similaridade com as sequéncias presentes no GenBank para uma bactéria
ndo cultivavel (Tabela 2). Quanto maior o score, melhor a porcentagem de identidade das
cepas as sequéncias depositadas no GenBank. Segundo Ldpez et al. (2006), a identificacdo
das bactérias em nivel de espécie pode ser inferida quando a sequéncia do fragmento,
comparada as outras sequéncias de 16S rRNA, apresentar valores acima de 97% de
similaridade (Tabela 2).

No que se refere a identificacdo dos isolados, erros devido ao seguenciamento
completo do gene 16S rRNA podem ocorrer devido a incongruéncias taxondmicas ja
existentes, como ocorreu com a cepa IPA 272 com 83% de identidade entre a sequéncia do
isolado do camardo e o microrganismo relacionado do banco de dados (Wang et al., 2007).
Além disso, a alta taxa de transferéncias horizontais de materiais genéticos em bactérias torna
0s genomas dinamicos ocorrendo comumente perdas e incorpora¢Ges de materiais genéticos
(Gevers et al., 2005).

Os resultados mostraram dois grupos de bactérias: isolados da ordem Bacillales da
classe Bacilli, dentro do filo Firmicutes, com a presenca de apenas uma familia, a Bacillaceae,
contendo as cepas: IPA 14, IPA 24, IPA S.51, IPA 56, IPA 58, IPA 122, IPA 239 e IPA 240;
e isolados do filo Proteobacteria, classe Y-proteobacteria e ordem Alteromonadales que
compreende a familia Shewanellaceae com os isolados IPA S.252 e IPA 277. Porém, as
bacterias do filo Proteobacteria ndo foram consideradas para as etapas seguintes de selecéo de

probidtico.
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Todos os isolados bacterianos apresentaram atividade de excrecdo de protease e a
avaliacdo da capacidade de producdo desta enzima foi determinada pela degradacdo da
caseina. Proteases produzidas por espécies de Bacillus sdo de longe o grupo mais importante
de enzimas explorado (Ochoa-Solano e Olmos-Soto, 2006). A exigéncia de proteina para
camardes € uma importante consideracdo nutricional porque a proteina é o principal nutriente
limitante para o crescimento (Kureshy e Davis, 2002) e o componente caro do alimento para
camarao. Os microrganismos probioticos sdo frequentemente utilizados como aditivos para
alimentacdo de animais de fazenda e animais de estimacao e o género Bacillus é amplamente
empregado para este propdsito. Em alimentos para camardo, as bactérias probio6ticas podem
facilitar a digestdo de todas as proteinas constituintes, porque as enzimas produzidas pelas
bactérias podem complementar a atividade da protease do camardo, aumentando
digestibilidade alimentar. Além disso, as enzimas probioticas ttm uma gama de pH mais larga
do que as enzimas de camardo, resultando em um prolongamento do tempo de digestdo do
hospedeiro (Ochoa-Solano; Olmos-Soto, 2006). Das enzimas digestivas presentes no trato
digestdrio de camardes, somente uma pequena parte é proveniente da microbiota (Ziaei-Nejad
et al., 2006). Entretanto, o fornecimento de bactérias com essa atividade pode estimular a
producdo de enzimas pelo hospedeiro, incrementando o seu crescimento (Zhang et al., 2010).

A producdo de amilase pelas bactérias auxilia na quebra do amido em moléculas de
glicose diretamente utilizaveis nas atividades metabdlicas celulares. Para esta atividade,
apenas 0s representantes do Grupo | foram capazes de excretar amilase, exceto a cepa B.
pumilus IPA 122 que ndo hidrolisa amido. Bactérias do género Bacillus, como B.
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis e B. liqueniformis destacam-se na
producéo de amilases ativadas em altas temperaturas. Por serem da familia das endoamilases

e catalisarem a hidrolise de ligagdes glicosidicas do amido, glicogénio e outros carboidratos,
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estas enzimas possuem um papel importante no metabolismo de carboidratos em animais,
plantas e outros organismos (Sajedi et al., 2005). De acordo com Abate et al. (1999), Bacillus
amyloliquefaciens ¢ uma das espécies mais amplamente utilizadas para a producdo de a-
amilase e proteases. B.amyloliquefaciens e B. subtilis possuem, em média, de 17 a 36% de
homologia entre as sequéncias de DNA (Seki e Oshima, 1989) e, apesar de ser eventualmente
confundido com B. subtilis, as amilases que produzem possuem diferentes propriedades
(Priest, 1993).

Informacédo sobre o metabolismo dos carboidratos dos crustaceos € limitado. Em geral,
carboidratos complexos como amido ou glicogénio tém um maior valor nutricional para
camardes peneideos do que simples acucares (Ochoa-Solano e Olmos-Soto, 2006). Por esse
motivo, muitos pesquisadores tém sugerido o uso de carboidratos complexos em dietas de
camarao como o amido, que sofre hidrélise enzimatica antes da assimilacdo (Ochoa-Solano e
Olmos-Soto, 2006). Neste estudo, foram selecionadas bactérias que excretam amilase para
serem usadas como probidticas na dieta de camardo, por serem estas, capazes de induzir a
uma melhor assimilacdo de carboidratos. O aumento de atividade de protease, amilase e lipase
de protozoeas, misis e pos-larvas em Fenneropenaeus indicus utilizando B. subtilis foi
reportado por Ziaei-Nejad et al. (2006), com resultados semelhantes reportados em L.
vannamei em larvas e juvenis com adicdo de B. coagulans na agua (Zhou et al., 2009).

3.2. Caracterizacdo e avaliacdo dos isolados do género Bacillus

No meio utilizado para a caracterizacdo morfofisiolégica, as colbnias nao
apresentaram variagao para forma, transparéncia, cor e tamanho das colbnias entre as cepas
isoladas. Dentre as outras caracteristicas, das oito cepas isoladas, pdde-se avaliar que: a borda
variou entre borda inteira e ondulada; para a caracteristica da superficie da colonia, apenas a

IPA 56 e a IPA 122 apresentaram superficie lisa; somente duas cepas sdo Gram-negativas
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(IPA S.51 e IPA 58); e a caracteristica que mais variou foi a elevacéo da col6nia compondo
na maioria na forma umbonada (IPA 14, IPA S.51, IPA 58, IPA 239 e IPA 240), seguida da
lente (IPA 24 e IPA 56) e apenas a IPA 122 apresentou-se com elevacdo umbilicada (Tabela
3).

Todas as cepas tém um crescimento rapido em estufa a 30°C com menos de 24h de
incubacdo. As colonias das bactérias IPA S.51, IPA 56 e IPA 58 apresentaram formacéo de
muco, sendo ausente nas demais, incluindo as ATCC. A caracteristica que mais variou na
avaliacdo fisiologica entre as cepas isoladas foi a alteracdo do meio 79 quanto a acidificacao
e/ou alcalinizacdo, ou mesmo mantendo 0 meio em pH neutro. As cepas IPA 14, IPA 24, IPA
122 e IPA 239 acidificaram o meio de cultura, enquanto que as cepas IPA S.51, IPA 56, IPA
58 e IPA 240, ndo alteraram o pH (Tabela 3).

Todas as cepas isoladas foram negativas para urease, H,S e indol. Resultados positivos
foram em relacdo a motilidade, a formacéo de esporos e a catalase (Tabela 4). A leitura para a
presenca indireta de flagelos nas bactérias foi traduzida por motilidade positiva e é tida como
caracteristica do género Bacillus em sua maioria. O fenbmeno de formacdo de endosporos
(um sé esporo por célula vegetativa) foi visualizado em microscopio e, para todos os isolados,
apresentaram esporo central ou terminal, de forma esférica ou elipsoidal e ndo deformou a
célula (Tabela 4). As bactérias catalase positiva evitam a toxicidade celular, podendo ser
usadas no combate ao estresse oxidativo e, consequentemente, € considerado como um
mecanismo de protecdo (Mbai et al., 2013).

O teste de oxidase para o género Bacillus varia muito entre as espécies, porém a
maioria foi oxidase positiva, exceto a cepa IPA 122 (Tabela 4). A oxidase também conhecida
como SOD (superdxido dismutase) esta relacionada a protecdo contra a toxicidade, assim

como a catalase, e define praticamente se a espécie bacteriana é aerébia (Mbai et al, 2013).
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Os metabolismos das cepas bacterianas isoladas, juntamente com as bactérias tomadas
como controle, fermentaram somente a glicose (Tabela 4).

Todas as cepas foram capazes de resistir a 50°C em estufa bacterioldgica, porém
cessaram crescimento apds essa temperatura (55-60°C) e a 4°C quando estocadas em BOD.
As bactérias isoladas foram tolerantes as concentracdes de 17,5% e 35% de NaCl, alem de
crescerem em diferentes pH (6, 7 e 8) (Tabela 4).

De acordo com Cottrel e Kirchman (2004), existe uma relacdo entre a abundancia de
determinados grupos de bactérias ao longo de um gradiente salino, podendo haver um
crescimento bacteriano lento em condicGes de alta salinidade. Dependendo da regido, época
do ano e indice de pluviosidade, a salinidade nos cultivos pode variar desde valores proximos
a zero até com salinidade superior a oceanica (Araneda et al., 2008). De acordo com 0s
resultados, as bactérias selecionadas suportam variacoes de salinidade, o que implica em uma
melhor eficiéncia em distintos ambientes salinos, ou até em agua doce.

Semelhante a salinidade, o pH ndo é constante em cultivos podendo variar desde
préximo a 6, quando em sistema superintensivo (Vinatea et al., 2010), até 9 sob condicédo
eutrofizada (Momoyama, 2004). Toro (2005), avaliou o pH do hepatopancreas de camardes L.
vannamei, submetidos a cultivo experimental, encontrando nestas condi¢cdes pH variando
entre 3,5 e 3,8. Entretanto, e de acordo com Gibson (1979), o pH do suco gastrico dos
crustaceos decapodas varia do acido a neutralidade (pH de 4,7 a 7,0). Como as cepas foram
retiradas dos 6rgaos de camardes L. vannamei cultivados sob condicGes heterotroficas, supde-
se que também sdo resistentes a gradientes mais baixos de potencial hidrogenidnico.

O género Bacillus é extremamente heterogéneo tanto geneticamente (o contedo G/C
das diversas espécies variam de 32% a 69%) quanto fenotipicamente (tipo respiratério,

metabolismo dos agucares, composi¢do da parede, etc) e € composto por 141 espécies,



444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

78

segundo Ash et al. (1991). Porém, ndo houve tanta variacdo dos ideotipos encontrados no
interior dos 6rgaos extirpados do camardo que foram positivas para as atividades de protease e
amilase, escolhidas como critério de selecdo. Apesar das cepas IPA S.51 e IPA 58 serem
Gram-negativas, a literatura descreve que uma coldnia jovem de qualquer espécie desse
género pode também responder como Gram-negativa. Sendo assim, ndo ha como identificar
bactérias por testes bioquimicos, e sim caracterizar. O isolado IPA 14 possui caracteristicas
morfologicas idénticas as cepas IPA 24, IPA 239 e IPA 240, cujos alinhamentos mais
significativos pelo NCBI/GenBank, sugeriram B. amyloliquefaciens.

Foi verificado que todos os isolados bacterianos apresentaram atividade positiva para a
enzima lipase (Tabela 4), observada pela emissao de fluorescéncia das col6nias sob luz UV,
merecendo destaque as cepas IPA 122 e IPA 239 por terem emitido forte fluorescéncia dos
cristais formados, seguindo das cepas IPA 14, IPA 24, IPA 56 e IPA S.51, em ordem
decrescente de intensidade de emissdo. As estirpes Bs 19659 e Bp 14884 ndo apresentaram
essa atividade, o0 que corrobora com a especiagdo ou perda devido ao processo de liofilizag&o.
Lipases bacterianas sdo principalmente extracelulares e os géneros de bactérias produtoras
desta enzima incluem Bacillus, Pseudomonas e Staphylococcus (Jaeger e Arpingy, 1999). A
selecdo de bactérias excretoras de lipase e, a inclusdo destas na dieta de camardo, poderiam
aumentar a digestibilidade e a assimilacéo de lipidios.

No método para deteccdo de producdo de sideréforos (quelantes de ferro), a conversao
da cor azul da solucdo CAS para amarelo dentro de 15min indicou a producéo de sideréforos
pelas cepas bacterianas IPA 24, IPA S.51, IPA 56, IPA 58, IPA 122 e IPA 239 (Tabela 4). O
ferro é importante para crescimento da maioria das bactérias, porém é encontrado em baixas

concentracdes nos fluidos dos animais e na forma insolGvel F3%* (Verschuere et al., 2000).
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Probioticos produtores de sider6foros podem deprimir o crescimento de patdgenos em
condicdes de limitacao de ferro (Kesarcodi-Watson et al., 2008).

Das cepas isoladas, apenas trés apresentaram efeito antimicrobiano frente as cepas
patogénicas testadas: a IPA 24 formou halo inibitério de 9,87+0,34 mm para P. aeruginosa; a
IPA 56 e a IPA 58 inibiram V. mimicus formando halos de 8,71+0,27 e 8,62+0,24 mm,
respectivamente. Semelhante inibi¢do in vitro foi relatada por Bacillus pumilus isoladas de
tilapia (Aly et al., 2008) e Bacillus sp. (P64) isolado de hepatopancreas de L. vannamei
(Gullian et al., 2004) contra V. harveyi S2 com zona inibitoria de 15,3 mm de diametro.
Bacillus isolados de intestino de L. vannamei apresentaram atividade antagbnica aos
patdgenos V. parahaemolyticus e V. vulnificus com zonas de inibicdo de didmetro de 11 e
17,5 mm, respectivamente (Luis-Villasefior et al., 2011).

A atuacdo de um probidtico do género Bacillus no ambiente como biocontrolador
inibindo o crescimento de bactérias patogénicas pode ser realizada por exclusdo competitiva
ou pela liberagdo de compostos antimicrobianos como biossurfactantes, bacteriocinas e
siderdéforos (Mukherjee et al., 2009).

3.3. Formacéo de biofilme em microplaca

Todas as culturas estavam numa concentracéo entre 4,1 x 10% UFC/mL (IPA 56) a 5,8
x 10° UFC/mL (IPA 24) no TSBeLu ap6s 24h de crescimento. Das 30 possiveis combinages
entre as cinco bactérias testadas, os biofilmes de duas, trés, quatro e cinco espécies
combinadas estdo representadas na Figura 1. As cepas IPA 24, IPA 122 e IPA 239 formaram
menor biofilme quando em monocultura; porém, a IPA 122 quando em combinacdo com IPA
56 e/ou IPA 58, a formacdo foi estimulada, apresentando padréo de sinergismo. Tal fato pode
indicar que interacGes interespecificas levaram a formacdo cooperativa de biofilme. Houve

interagcbes nas combinagdes IPA 56+58, IPA 58+122 e IPA 56+58+122 baseadas na
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densidade celular aumentada quando as culturas individuais IPA 56 e IPA 58 foram
combinadas com a IPA 58, corroborando para a ideia de que o melhor formador de biofilme
domina o biofilme (visto na IPA 58). Na combinacdo IPA 56+122 houve cooperagdo
interespecifica. Nas outras combinacdes (quatro e cinco bactérias) ficou claro que néo
cooperaram para a inducdo de sinergismo (Figura 1).

A ideia de cooperacdo entre comunidades bacterianas se baseia na hipotese de ser uma
consequéncia de espécies que se adaptam a presenca uma da outra, levando a uma
comunidade dependente. A habilidade individual de formacdo de biofilme ndo ¢é
necessariamente um indicador de potencial de formacdo de biofilmes com multiespecies
(Burmglle et al., 2006; Bharathi et al., 2011). Esta mudanca de padréo de biofilme de fraco
para moderado ou forte pode ser o resultado de interagfes metabolicas (Mgller et al., 1998),
coagregacdo melhorada (Rickard et al., 2003), distribuicdo espacial organizada (Skillman et
al., 1998) e/ou por facilitarem a ligacdo inicial da superficie (Simdes et al., 2008; Klayman et
al., 2009). Assim, espécies que ndo formam biofilmes podem se beneficiar das vantagens
associadas a formacdo de biofilmes, incluindo protecdo aprimorada ao estresse externo e
disponibilidade de nicho expandida, através do engajamento com comunidades
multiespecificas. As cepas IPA 24 e IPA 239 foram determinantes na reducdo do biofilme
qguando foram combinadas, em comparagdo com as que melhor formaram biofilme, indicando
alta prevaléncia de concorréncia.

Lee et al. (2014) abordaram o efeito protetor de espécies resistentes em biofilme com
trés espécies de bactérias (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas protegens e Klebsiella
pneumoniae). A espécie resistente protege a espécie mais sensivel de compostos inibitorios e
0 conjunto dessas trés permaneceu constante, o que implica que mecanismo de resisténcia sao

adquiridos em biofilmes multiespécies. Os exemplos séo todos indicativos de sinergismo na
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formacéo de biofilme, mas a prevaléncia e impacto desses efeitos entre as bactérias isoladas
de ambientes naturais ainda ndo foram abordados.

Na dindmica de cultivo de animais aquaticos, a velocidade e facilidade de expanséo
populacional de bactérias probidéticas aliadas a capacidade de aderéncia a mucosa intestinal e
a capacidade de formacdo de biofilme incrementam tanto na producdo priméaria quanto em
beneficios ao hospedeiro pela competicao (exclusdo competitiva) com patdgenos oportunistas.
Porém, ndo ha estudos com bactérias isoladas de camardes para fazer a comparacdo da

formacéo de biofilme e eventuais sinergismos entre multiespécies.

4. Conclustes

Dentre os caracteres avaliados para selecdo, as cepas de Bacillus isoladas de
Litopenaeus vannamei cultivados em experimento heterotréfico potencialmente probioticas
mais promissoras foram: (1) IPA 24 (B. amyloliguefaciens) pelas atividades enzimaticas e por
inibir P. aeruginosa; (2) e (3) IPA 56 (B. subtilis) e IPA 58 (Bacillus sp.) por apresentarem
maiores valores de IE para excrecdo de amilase e por ambas apresentarem atividade
antagdnica ao V. mimicus; (4) IPA 122 (B. pumilus) por apresentar maior IE quanto a
excrecdo de protease e maior atividade de lipase; e (5) IPA 239 (B. amyloliquefaciens) pela
forte atividade de lipase, sendo estas também resistentes a variacbes de pH e NaCl.
Resultados mostraram que a metodologia adotada para deteccdo de formacdo de biofilme
pode servir como uma ferramenta quantitativa confidvel para esta determinacdo, e a cepa IPA
58 atuou como dominante na formacdo de biofilme mostrando-se com elevada cooperacao

interespecifica quando em cocultura.

Conflito de interesses: ndo.
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Tabela 1. Valores das médias (+ erro padrdo) para atividades semiquantitativas de protease e amilase de cepas bacterianas isoladas do

hepatopancreas e estomago de L. vannamei de acordo com Diédmetro da Colbnia (DC), Didmetro do Halo de Degradacdo (DHD) e indice

Enzimético (IE).!

Protease Amilase
Cepa
DC (mm) DHD (mm) IE DC (mm) DHD (mm) IE
IPA13 28,00 + 0,00 41,33 +1,33 1,48 + 0,05 % 16,00 + 3,06 32,67 + 3,33 2,18+0,37°
IPA14 26,00 + 1,15 41,33+ 0,67 1,59 + 0,05 % 833+1,76 25,67 +1,33 3,49 +0,99°
IPA17 1,33+0,17 3,10+ 0,23 232+0,01° - - -
IPA24 27,33+1,33 39,33+ 1,33 1,44 + 0,02 % 5,67 + 0,33 19,67 + 0,33 349+0,16°
IPA34 4,33 +0,33 7,00+ 0,33 1,63 +0,12 % - - -
IPAS.51 18,67 + 0,67 32,00 + 1,15 1,72 +0,03 4,44 +0,13 12,96 + 1,22 291+0,21°
IPA54 17,33+ 0,67 30,00 + 0,67 1,73+0,03“ - - -
IPA55 - - - 2,67 +£0,33 8,00+ 0,67 3,00+0,00°
IPA56 26,67 + 0,67 42,67 +1,76 1,60 + 0,09 °* 567 +1,67 20,33+ 0,33 411+0,89°
IPA5S 18,67 + 1,76 34,00 + 2,31 1,83+ 0,05 4,67 +0,33 2267 +145 487 +0,13°
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IPA122

IPA239

IPA240

IPAS.252

IPA264

IPA272

IPA273

IPA275

IPA276

IPA277

6,49 + 0,46
21,09 + 0,68
18,04 + 1,06
5,33+0,33

5,33 + 0,67

2,67 +0,33
3,33+0,33
4,00 +1,15

4,67 +£0,17

15,79+ 1,12
30,56 + 0,34
28,41 + 0,49
11,66 + 0,33

10,00 + 0,67

4,47 £ 0,20
8,46 + 0,47
7,67 2,19

10,54 + 0,13

2,43+0,06°
1,45+ 0,03 *
1,58 +£ 0,07 °*
2,20+0,12%
1,89 +0,11"
1,68 £ 0,01
2,54 +0,22°
1,78 +0,28 «

2,26 +0,04

7,17 + 0,44

5,83 +0,44

1,50 £ 0,29
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23,17 + 0,93 3,26+0,26°
22,50 + 0,29 3,91+0,35°
11,50 + 1,15 767+1,35%

"Diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as cepas bacterianas isoladas (P <0,05); «-”

indica auséncia de formacdo de halo.
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Tabela 2. Identidade da microbiota isolada de hepatopancreas e estbmago de L. vannamei com base na identidade da sequéncia parcial do gene

16S rRNA realizada pelo programa BLAST no GenBank.

Cepas  Tamanho (pb)  Maxscore’  Querycover’  Identidade® E-value®  Acesso’ NCBI/GenBank
IPA14 1142 1969 99% 98% 0.0 KJ906613 Bacillus sp.
IPA24 1135 1929 98% 98% 0.0 MF581452 Bacillus amyloliquefaciens
IPAS.51 1442 1434 98% 99% 0.0 JX660686 Bacillus sp.
IPA56 1479 1400 99% 99% 0.0 AY905693 Bacillus subtilis
IPA58 1477 1377 99% 99% 0.0 HMO021765 Bacillus sp.
IPA122 1506 1480 97% 99% 0.0 DQ837545 Bacillus pumilus
IPA239 1475 1445 99% 99% 0.0 HQ844500 Bacillus amyloliquefaciens
IPA240 1154 1914 97% 97% 0.0 MF581452 Bacillus amyloliquefaciens

"Nota atribuida pelo algoritmo e baseado no nimero de pareamento perfeitos (match) e imperfeitos (mismacht) entre a sequéncia de entrada e
alguma sequéncia do banco de dados. O seu valor alto da uma indicago da qualidade do alinhamento; ?Porcentagem da sequéncia de entrada que
alinhou com as sequéncias do banco de dados; *Ntmero de pares de bases porcentagem de identidade entre a sequéncia do isolado de camaréo e

o organismo relacionado; “Probabilidade do alinhamento ser real ou obtido meramente ao acaso entre as sequéncias de entradas e a do banco de
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dados. Quanto mais préximo de zero, mais significativo é o alinhamento; °Ntmero de acesso mais bem pontuado da sequéncia do organismo

relacionado.
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758  Tabela 3. Caracteriza¢cdes morfoldgica e fisioldgica de cepas bacterianas: forma, borda, superficie, transparéncia, cor, elevacdo, Gram, tamanho,

759  tempo de crescimento, formagao de muco e alteragdo no meio.

Caracterizac6es morfoldgicas CaracterizacGes fisioldgicas
Cepa Cepa
FOR BOR SUP TRP COR ELE GRA TAM TCR FMC ALM

IPAl4 Cl ON RU OP BR uo GP >Imm  IPA14 <24h AU AC
IPA24 Cl IN RU OP BR LE GP >Imm  IPA24 <24h AU AC
IPAS.51 Cl IN RU OP BR uo GN >Imm  IPAS.51 <24h PR NE
IPA56 Cl IN LI OP BR LE GP >Imm  IPA56 <24h PR NE
IPA58 Cl ON RU OoP BR uo GN >Imm  IPA58 <24h PR NE
IPA122 Cl IN LI OoP BR Ul GP >Imm  IPA122 <24h AU AC
IPA239 Cl ON RU OP BR uo GP >Imm  IPA239 <24h AU AC
IPA240 Cl ON RU OP BR uo GP >Imm  IPA240 <24h AU NE

760  Legenda: FOR: forma da col6nia (CI — circular); BOR: borda da col6nia (IN — inteira, ON — ondulada, FI — filamentosa); SUP: superficie (LI —
761  lisa, RU — rugosa); TRP: transparéncia (OP — opaco); COR: cor da colénia (BR — branca); ELE: elevacdo (PL — plana, LE — lente, UO —

762  umbonada, Ul — umbilicada); GRA: Gram (GP — Gram positiva, GN — Gram negativa); TAM: tamanho da coldnia; TCR: tempo de crescimento;
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763  FMC: formacdo de muco (PR — presente, AU — ausente); ALM: alteracdo no meio (AC — acido, NE — neutro, ALC — alcalino). IPA 14 (Bacillus
764  sp.); IPA 24 (B. amyloliquefaciens); IPA S.51 (Bacillus sp.), IPA 56 (B. subtilis); IPA 58(Bacillus sp.); IPA 122 (B. pumilus); IPA 239 (B.

765  amyloliquefaciens); IPA 240 (B. amyloliquefaciens).
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766  Tabela 4. Determinacfes fisiologicas e/ou bioquimicas de cepas de Bacillus isoladas de

767  hepatopancreas e estbmago de L. vannamei.

Cepas
Caracteristica

IPA14 1PA24 IPAS.51 IPAS6 [IPA58 IPA122 1PA239 IPA240

Urease - - - - - - - -
Hidrolise de
+ + + + + + + +

lipidio

Oxidase + + + + + - + +
Catalase + + + + - + + +
H,S - - - - - - - -
Indol - - - - - - - -
Motilidade + + + + - + + +
Siderdéforos - + + + + + + -
Formacao de

+ + + + + + + +

esporos

Crescimento:

pH 6 + + + + + + + +
pH 7 + + + + + + + +
pH 8 + + + + + + + +
NaCl 0% + + + + + + + +
NaCl 10% + + + + + + + +
NaCl 35% + + + + + + + +

o]

5°C - - - - - - - -

o

30C + + + + + + + +
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o]

50C + + + + + + + +

Fermentacéo de

acucares:
glicose + + + + + + + +
sacarose - - - - - - - -

lactose - - - - - - - -

Os campos com sinal (+) indicam reacdo positiva e 0os campos com sinal (-) indicam reacao
negativa. Legenda: IPA 14 (Bacillus sp.); IPA 24 (B. amyloliquefaciens); IPA S.51 (Bacillus
sp.), IPA 56 (B. subtilis); IPA 58 (Bacillus sp.); IPA 122 (B. pumilus); IPA 239 (B.

amyloliquefaciens); IPA 240 (B. amyloliquefaciens).
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Legenda da figura

Figura 1. Formacdo de biofilme de cinco cepas selecionadas em monocultura e cocultura.
Biofilme formado pelos isolados IPA 24 (Bacillus amyloliquefaciens), IPA 56 (Bacillus
subtilis), IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 122 (Bacillus pumilus) e IPA 239 (Bacillus
amyloliquefaciens subs. amyloliquefaciens) quando aliquotas iguais das culturas diluidas
foram incubadas em coculturas de dois, trés, quatro e cinco isolados. Ensaios para detec¢édo de
efeito sinérgico foram realizados com seis réplicas. Barras representam as médias (£ erro

padrdo) de seis réplicas.
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Resumo

A carcinicultura é uma atividade que pode provocar graves impactos ao meio ambiente.
Tendo em vista que o controle de microrganismos patogénicos é fundamental para o sucesso
da producdo, a adicdo de probioticos auxilia na qualidade do cultivo. Adicionalmente, esta
pratica almeja o incremento na produtividade e desempenho do animal. Duas cepas de
bactérias do género Bacillus isoladas de Litopenaues vannamei foram suplementadas em
dietas experimentais em concentracdes de 1,0 x 10° UFC/mL para avaliar a capacidade de
colonizacdo e modificacdo da microbiota de hepatopancreas e intestino de PL de
Macrobrachium rosenbergii. Os camardes foram alimentados por um periodo de 30 dias e
foram determinados parametros qualidade da agua e desempenho zootécnico de M.
rosenbergii. A cepa IPA 58 (Bacillus sp.) e a IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens) foram
adicionadas na racdo separadamente e em cocultura (IPA 58+239). Um probiotico comercial
(PROB) foi utilizado como controle positivo no cultivo experimental. Hepatopancreas e
intestino dos animais foram coletados a cada 15 dias, para quantificacdo de bactérias totais,
Bacillus spp. e Vibrio spp. A analise de variancia (ANOVA) revelou que as cepas probioticas
selecionadas, em monocultura e em cocultura, influenciaram na diminuicdo efetiva da
microbiota de Vibrio nos o6rgdos avaliados durante o tempo de cultivo, quando em
comparagdo com o experimento com PROB. Nos experimentos, IPA 58 manteve-se presente
em maior concentracdo UFC/mL tanto no hepatopancreas quanto no intestino, concluindo ser
mais eficiente na aderéncia do trato. Resultados indicam que a suplementacdo na dieta de
Bacillus pode manipular a microbiota intestinal e do hepatopancreas. O efeito de B.
amyloliquefaciens IPA 239 foi observado no biocontrole de Vibrio, tanto da 4gua quanto dos
orgdos avaliados, e a dieta tratada com esta bactéria parece melhorar a sobrevivéncia, o

crescimento e a produtividade de PL de M. rosenbergii. Portanto, concluiu-se que a cepa
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testada pode ser um probidtico promissor para M. rosenbergii incorporado a racdo comercial
de camardo.
Palavras-chave: Bacillus sp.; Bacillus amyloliquefaciens; probidtico; crescimento;

Macrobrachium rosenbergii.

1. Introducéo

A aquicultura evoluiu como um dos sistemas de producdo de alimentos que mais
cresce no mundo, sendo grande parte da producdo aquicola global atribuida ao cultivo de
crustaceos (FAO, 2016). A carcinicultura é uma das mais destacadas atividades dentro da
aquicultura devido ao grande potencial econémico (Marques e Moraes-Valenti, 2012). Os
dados mais recentes da Food and Agriculture Organization indicaram producdo mundial de
mais de 4 milhdes de toneladas de camardes produzidos em cativeiro no ano de 2013, sendo
571.152 toneladas de camardes de agua doce, 0 que movimentou cerca de US$ 3 bilhdes no
mercado (FAO, 2016).

Apesar da sua grande importancia, a carcinicultura é uma atividade que pode provocar
graves impactos ao meio ambiente pela liberacdo de efluentes ricos em nitrogénio e fésforo
aos corpos de agua naturais (David et al., 2015). Macrobrachium rosenbergii (de Man, 1879)
é uma espécie de camardo conhecida como Gigante da Malasia e € originaria do Sul e Sudeste
da Asia e parte da Oceania e é uma espécie de camardo economicamente importante e
cultivada. Apresenta desenvolvimento favoravel em regides tropicais e subtropicais devido as
suas caracteristicas de rusticidade e adaptacdo aos sistemas de producdo em cativeiro, pelo
rapido crescimento, pela alta demanda do mercado e por ser citado com resisténcia a maioria
das doencas virais responsaveis por grandes devastacdes de cultivos de camardes marinhos

(Kumar et al., 2013).
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O grande problema enfrentado pela inddstria da aquicultura é relacionado a doencas
causadas tanto por fatores bioticos quanto abidticos (Bondad-Reantaso et al., 2005). Em
condicdes de cultivo, os microrganismos apresentam importante papel, particularmente, com
respeito a produtividade, ciclagem de nutrientes, nutricdo dos animais, qualidade da agua,
controle das enfermidades e impacto ambiental dos efluentes. Tendo em vista que o controle
de microrganismos é fundamental para o sucesso da producédo, a adi¢do de probidticos, que
sdo definidos como microrganismos benéficos que podem atuar como biocontroladores,
biorremediadores ou trazendo diretamente contribuicGes nutricionais e para a salde do
hospedeiro, pode auxiliar na qualidade do cultivo (Xue et al., 2016; Kumar et al., 2013).

As bacteérias probioticas do género Bacillus sdo encontradas naturalmente no ambiente
terrestre e aquicola e tém sido empregadas na formulacdo de misturas probidticas por nédo
serem consideradas patdgenas humanas e se destacam pela elevada producéo de enzimas e de
poder inibit6rio a outros microrganismos, pela capacidade de competicdo por nutrientes e area
de adesdo, pela participacdo nos estimulos imunes e pelo aumento do balanco microbiano
intestinal através da permanéncia nessa regido (Xue et al., 2016).

Estudos comprovaram efeitos benéficos de probidticos em pos-larvas de M.
rosenbergii (Keysami et al., 2007; Rinisha et al., 2010; Seenivasan et al., 2011; Seenivasan et
al., 2012b,d; Abdel-Hakim et al., 2013; Gupta e Dhawan, 2013; Seenivasan et al., 2015).
Portanto, o presente trabalho objetivou a avaliacdo do efeito de duas cepas selecionadas
(Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus amyloliquefaciens IPA 239) no crescimento e na microbiota

de hepatopancreas e intestino de PL de M. rosenbergii.

2. Material e Métodos
O cultivo experimental com os probioticos isolados e selecionados foi realizado no

Laboratorio de Sanidade de Animais Aquaticos (LASAg) do Departamento de Pesca e
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Aquicultura da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As analises
microbiologicas foram realizadas nos Laboratérios de Biologia do Solo do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA) e, as analises de enzimas, foram realizadas no Laboratério
de Enzimologia (LABENZ) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
2.1. Cepas bacterianas candidatas

Foram utilizadas as cepas isoladas de hepatopéancreas e estbmago de camardes adultos
saudaveis (peso medio de 11,2 £ 1,4 g) de Litopenaeus vannamei submetidos a cultivos
experimentais heterotroficos. O conteudo dos 6rgédos foi retirado em condicdes estéreis. As
amostras foram homogeneizadas e submetidas as diluicdes sucessivas em meio Agar Marinho
(AM, Himedia®) e Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Himedia®), de onde foram
isoladas as colbnias bacterianas diferentes. A selecdo das bactérias candidatas se baseou
primariamente pela capacidade de excre¢do das enzimas extracelulares protease e amilase.
Paralelamente foram caracterizadas utilizando o gene 16s rRNA e as sequéncias foram
comparadas com o banco de dados GenBank através do programa BLASTn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov). As cepas bacterianas IPA 58 (Bacillus sp.) e IPA 239 (Bacillus
amyloliquefaciens) selecionadas de acordo com as atividades enziméticas e com resultados de
deteccdo de formacdo de biofilme foram crescidas em Caldo Soja Tripticaseina (TSB,
Acumedia®) em agitador a 30°C por 24 horas e em seguida foram preservadas a -80°C em
TSB com 25% (volume/volume) de glicerol a 60% e mantidas no Laboratério de Biologia do
Solo do IPA. A escolha das cepas foi de acordo com a melhor e a pior formacao de biofilme
(IPA 58 e IPA 239, respectivamente).
2.2. CondicGes experimentais do cultivo

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado utilizando cinco
tratamentos com quatro repeticdes cada. Pos-larvas de M. rosenbergii (0,10 g + 0,05) foram

aleatoriamente estocados a 1 pl.L™ em 10L em tanques cilindricos plésticos contendo agua
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clara a 30°C + 1°C. Os tanques foram supridos por um sistema de aeracdo continuo e houve
renovacdo diaria de 50% da &gua. Os tratamentos diferiram quanto a utilizacdo do probidtico
candidato IPA 58 (Bacillus sp.), do IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens), do IPA 58+239 e
do probiotico comercial (PROB). A agua utilizada no experimento foi previamente clorada
(30ppm de cloro ativo) e, vinte e quatro horas antes de sua utilizacdo no sistema, foi realizada
a remocdo do cloro através do uso de aeracdo constante. Ao fim desse processo, a agua foi
submetida a teste colorimétrico para deteccdo de residuos de cloro e, quando necessario, foi
realizado o ajuste da alcalinidade e dureza através da utilizacdo de bicarbonato de sodio
(NaHCO:s,) e calcario dolomitico (CaCO3-MgCOs3).
2.2.1. Preparo e suplementacdo do probidtico na dieta

As cepas candidatas de Bacillus foram crescidas em TSB a 30°C por 24h sob agitacéo
continua (200 rpm) na concentragdo de 10° UFC/mL para suplementacdo na ragdo comercial
(In Vivo®, 40% proteina bruta) ofertada trés vezes ao dia (as 10, 13 e 16 horas) em uma
quantidade correspondente a 16% da biomassa total por dia, sendo realizado o ajuste da racao
com base na verificacdo do consumo. O probidtico comercial foi adicionado a racdo na
proporcéo indicada pelo fabricante, 2g do produto por kg de racdo, e em sua composi¢cdo em
niveis de garantia por kg do produto, constam: Bacillus toyoi 4,0 x 10** UFC/kg, Bacillus
subtilis 4,0 x 10 UFC/kg, Bifidobacterium bifidum 3,5 x 10" UFC/kg, Enterococcus
faecium 3,5 x 10" UFC/kg, Lactobacillus acidophilus 3,5 x 10" UFC/kg,
mananoligossacarideo 10,0 g, lisina 5.000 mg, metionina 2.500 mg, colina 2.000 mg,
vitamina C 10 g, vitamina E 2.500 Ul e dextrose 50 g.

A viabilidade e estabilidade das duas cepas candidatas IPA 58 e IPA 239 e do
probidtico comercial testado, seguiu leitura de unidades formadoras de colénias (UFC/mL)
ap6s diluicdes sucessivas (1:10) em oito vezes (10®) por até 96 horas em estufa a 37°C, ap6s

incorporacgdo na ragdo na proporgdo 1:1 (peso/volume), sendo realizadas leituras a cada 24
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horas de 0,5 g de racdo suplementada com cada tipo de probidtico em placas contendo os
meios Agar Marinho (AM, Himedia®) e Agar Gema de Ovo Polimixina Manitol (MYP Agar
Base, Himedia®). Como controle inicial e, durante todo o tempo do cultivo, foi realizada uma
leitura da densidade oOptica (DO gsonm) das cepas bacterianas e do probidtico comercial para
padronizacéo da concentracéo bacteriana (1,0 x 10° UFC/mL) suplementada na ragéo.

A contagem inicial na biomassa apds 24h de cultivo em meio TSB (tempo 0Oh) e ao
final de 96h apds inoculacdo das culturas IPA 58 e IPA 239 e do probidtico comercial
(PROB) na racao se mostraram estaveis. Apesar de ocorrerem pequenas varia¢oes, durante o
tempo de avaliacdo da viabilidade da bactéria na racdo, comprovou-se que foi possivel ofertar
a racdo inoculada numa concentracdo de 10° UFC/mL por até quatro dias. O inéculo do
probidtico comercial (g do produto/kg racdo) apds 24h de crescimento em TSB estava em
uma concentracéo abaixo (10° UFC/mL) da descrita no rétulo; na segunda leitura, atingiu a
concentracéo de 108 UFC/mL, e de 10° UFC/mL ao final das 96h, mas n&o chegou & de 10
UFC/mL como descrita pelo fabricante.

2.3. Analise da qualidade da agua

Diariamente, pela manha e a tarde, foram mensurados o pH e a temperatura através da
utilizacdo de um multiparametro (Akso - combo 5). O oxigénio foi mensurado duas vezes na
semana com o auxilio de um oximetro (Alfakit - AT170). As determinacgdes de amdnia, nitrito
e dureza foram realizadas semanalmente, enquanto que, a alcalinidade, foi determinada por
Kits colorimétricos (Labcon), diariamente.

2.4. Contagem de bactérias totais, Bacillus sp. e Vibrio spp. nos juvenis e na dgua

Uma amostragem inicial de camardes juvenis (n=8) foi retirada do tanque matriz antes
de serem transferidos para as 16 unidades experimentais separadas. Amostras aleatdrias de
camardes de cada tanque (n=4 por tratamento) foram tomadas em dois tempos, apos 15 e 30

dias do inicio do povoamento. Os animais foram inicialmente desinfestados com imerséo em
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alcool 70% por 15 segundos, imersao em solucdo de hipoclorito de sodio (1,5%) com 0,1% de
tween-80 por 15 minutos e enxague por trés vezes em agua destilada esterilizada. O contetido
interno do hepatopancreas e do intestino de cada exemplar foram semeados separadamente
em placas contendo os meios Agar Marinho (AM, Himedia®), Agar Gema de Ovo Polimixina
Manitol (MYP Agar Base, Himedia®) e Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS,
Himedia®) para contagem de bactérias totais, de bactérias do género Bacillus sp e de
vibrionaceas, respectivamente. Ap0s homogeneizacdo das amostras em agua peptonada
alcalina (APA pH 8,6), foram realizadas diluicdes sucessivas (1:10) em cinco vezes (10°) e
foram inoculados 30 pL de cada amostra diluida. Amostras de agua foram tomadas por tubos
falcon de 50 mL no inicio do experimento (tanque matriz) e em quatro tempos, obedecendo
ao cronograma de 7, 15, 22 e 30 dias apds o povoamento das unidades experimentais, e foram
realizadas diluicdes sucessivas (1:10) em cinco vezes (10™) em agua peptonada alcalina (APA
pH 8,6) e placas contendo os meios AM e TCBS foram inoculados com 30 pL de cada
amostra diluida. As placas foram incubadas a 30°C por 24h e os resultados foram expressos
em unidades formadoras de col6nias (UFC/mL).
2.5. Desempenho zootécnico

Pardmetros de crescimento foram realizados ao final de 30 dias de cultivo
experimental incluindo sobrevivéncia (n° final de camardes / n° inicial de camar@es) x 100),
peso médio final (biomassa final / n° de individuos ao final do cultivo), ganho de biomassa
(biomassa final - biomassa inicial), taxa de crescimento especifico [TCE %/dia = (In peso
final - In peso inicial) / tempo de cultivo x 100], taxa de crescimento semanal (ganho de
biomassa / semanas de cultivo), fator de conversdo alimentar (FCA = quantidade de racéo
ofertada / ganho de biomassa) e produtividade (biomassa final / volume da unidade
experimental) com todas as pos-larvas remanescentes.

2.6. Analises estatisticas
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Para andlise dos dados de qualidade de agua e desempenho zootécnico foram
verificadas a normalidade e homogeneidade das variancias pelos testes de Krolmogorov-
smirnov e Cochran, respectivamente, sendo utilizado o transformador log (x+1) para o fator
de conversdo alimentar (FCA). Para a analise estatistica utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de comparacdo de médias de Tukey (p < 0,05). O teste de
Kruskal-Wallis (p< 0,05) foi aplicado para os dados ndo normais, referentes as concentracdes
de amonia e nitrito. Todos os dados foram analisados através do software ASSISTAT versdo
7.6.

Os dados de quantificacdao bacteriana foram previamente transformados em log (x+1).
Analise de variancia com parcelas subdivididas no tempo foi utilizada para avaliacdo
microbioldgica dos 6rgaos dos camardes durante experimento e os dados foram submetidos a
analise de variancia, seguida do teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software SASM-Agri

8.1.

3. Resultados
3.1. Fatores de qualidade da agua

Os valores das variaveis fisico-quimicas estdo apresentados na Tabela 1. A
temperatura se manteve a 28°C, o pH em 8,1, 0 oxigénio dissolvido entre 6,40 e 6,60 mg.L™,
a alcalinidade entre 68,02 e 76,97 mg CaCOs.L™, a dureza (mg Ca e Mg.L™) em niveis de 50
a 100, a amdnia total entre 0,063 e 0,113 mg. L™ e o nitrito entre 0,013 e 0,050 mg. L™. N&o
houve diferencas significativas (p>0,05) entre 0s grupos experimentais.
3.2. Contagem de bactérias totais e Vibrio spp. na dgua

As meédias de valores de contagem de bactérias totais utilizando o meio AM nao
diferiram quanto ao tratamento e nem quanto ao tempo (dias) de cultivo do M. rosenbergii

(Tabela 2). Em todos os momentos mostrou uma populacio de 10* UFC/mL, independente do
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emprego de cada tipo bacteriano, mantendo a concentracdo aproximada a da coleta inicial do
tanque matriz que foi de 3,33 x 10* UFC/mL.

Houve diferencas significativas na contagem de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC/mL) de Vibrio spp. na a4gua de cultivo durante o tempo e entre os tratamentos (Tabela
2). De acordo com a média de todos os tempos de coleta, o tratamento com a cepa probidtica
IPA 239 obteve menor concentracdo de bactérias vibrionaceas (1,52 x 10> UFC/mL); em
contrapartida, maior média pbde ser observada no tratamento que utilizou o probidtico
comercial testado que manteve uma populacdo equiparada a leitura inicial da agua de 1,17 X
10° UFC/mL. A maior média foi encontrada também no grupo PROB aos 22 dias de cultivo
com 5,96 x 10° UFC/mL.

3.3. Contagem de bactérias totais, Bacillus sp. e Vibrio spp. nas pds-larvas
3.3.1. Hepatopancreas

Nas amostras iniciais (amostras de camardes do tanque matriz) de hepatopancreas dos
camardes recolhidos para andlise das contagens de bactérias totais, de Bacillus spp. e de
Vibrios spp. foram encontrados valores médios representados por 6,65 x 10* UFC/mL, 4,29 x
10" UFC/mL e 4,76 x 10" UFC/mL, respectivamente.

A contagem de bactérias totais (BT) no hepatopancreas dos crustaceos aos 15 e 30 dias
nos tratamentos com uso de probidticos foi, em geral, menor do que a populacdo presente na
4gua (10* UFC/mL), sendo detectado nos grupos PROB aos 15 dias (1,24 x 10* UFC/mL) e,
IPA 58 aos 30 dias (4,75 x 10° UFC/mL), as maiores médias de unidades formadoras de
coldnias no 6rgéo isolado. Menor média foi encontrada no tratamento IPA 58+239 (2,50 x 10
UFC/mL) também aos 30 dias. No mesmo tempo, as populac¢des dos grupos PROB e IPA 239
foram de 10> UFC/mL. Adicionalmente, a concentracdo de bactérias totais ndo variou
significativamente com o tempo de cultivo, porém foi possivel observar um decréscimo

populacional com o tratamento que utilizou o probidtico comercial (Tabela 3).



244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

110

O comportamento da quantificacdo no hepatopancreas das bactérias crescidas no meio
MYP referentes as do género Bacillus foi semelhante ao das que cresceram no meio AM.
Igualmente, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) do crescimento do numero de
bactérias em relacdo ao tempo de cultivo do animal para todos os tratamentos. O tratamento
com a cepa isolada IPA 58 aumentou a sua populacdo aos 30 dias do inicio do experimento
(6,68 x 10° UFC/mL) e, o grupo do probiético comercial, comportou-se de forma antagonista
em relagcdo ao tempo, diminuindo a populacdo aos 30 dias. A menor média de contagem no
MYP também foi vista no grupo que utilizou a combinacdo IPA 58+239 (2,50 x 10* UFC/mL)
aos 30 dias (Tabela 3).

A média de col6nias de vibrios no hepatopancreas de amostras de camardes tomadas
do tanque matriz foi menor que a encontrada na adgua. Em relacdo ao uso do probidtico
comercial (PROB), as concentracGes populacionais de Vibrio no hepatopancreas e na agua
foram equiparadas, e foram significativamente maiores que 0s grupos que utilizaram as cepas
IPA 58, IPA 239 e IPA 58+239 (Tabela 3). Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na
contagem em relagdo ao tempo de cultivo em cada tratamento avaliado (Tabela 3). Os grupos
com as cepas IPA 58, IPA 239 e IPA 58+239 apresentaram as menores contagens desde a
primeira coleta, com contagem menor que a inicial supracitada, diferentemente do tratamento
com o probiético comercial (2,01 x 10° UFC/mL).

3.3.2. Intestino

Na avaliagéo de intestinos de camardes no tempo inicial (amostra composta do tanque
matriz) foi encontrada uma microbiota de 6,57 x 10 UFC/mL, 1,74 x 10° UFC/mL e 1,48 x
10? UFC/mL referentes as contagens de bactérias totais, de Bacillus spp. e de Vibrio spp.,
respectivamente. Estas populagbes foram mais elevadas quando em comparacdo as

encontradas no hepatopancreas no tempo inicial e foram menores que as encontradas na agua.
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Todas as medias de BT dos tratamentos distintos foram menores aos 15 dias ap0s
inicio do experimento as encontradas no hepatopancreas. Ao final de 30 dias, todas as médias
de todos os grupos foram maiores em relacdo as médias aos 15 dias de cultivo; porém, néo foi
significativo em relacdo ao tempo (Tabela 4); o tratamento que utilizou a cepa IPA 58
incorporou uma microbiota de 1,06 x 10° UFC/mL na Gltima contagem do intestino. Nos
tratamentos IPA 58 e IPA 58+239, as contagens de BT no intestino foram aproximadas as
encontradas no hepatopancreas; ja nos grupos PROB e IPA 239, foram maiores (Tabela 4).

Toda avaliacdo das bactérias crescidas no meio AM supracitada foi observada no meio
MYP: ndo houve variacdo significativa com o tempo (p>0,05), porém em geral as contagens
no tempo de 30 dias foram maiores, excetuando o grupo IPA 58+239 que manteve uma
populacio aproximada de 10' UFC/mL. O tratamento IPA 58 aumentou de 2,5 x 10" UFC/mL
para 1,28 x 10° UFC/mL aos 30 dias.

A carga na amostra composta inicial de Vibrio encontrada no intestino foi maior (10?)
que a do hepatopancreas (10%), mas menor que a da &gua (10%). Houve diferencas
significativas na contagem (p<0,05) no tempo (dias) para o tratamento PROB, apresentando
um acréscimo da populacéo chegando & contagem de 7,76 x 10° UFC/mL. Os tratamentos IPA
58, IPA 239 e IPA 58+239 mantiveram e/ou apresentaram médias iguais a zero, dados que
corroboram com a caracteristica de biocontrole contra patégenos e de extrema importancia
para a aquicultura.

3.4. Desempenho zootécnico

N&o houve diferenca significativa entre o uso dos probiédticos selecionados (IPA 58,
IPA 239 e IPA 58+239) e em comparacgdo ao grupo PROB sobre a sobrevivéncia, peso final,
ganho de biomassa, taxa de crescimento especifico, taxa de crescimento semanal, fator de
converséo alimentar e produtividade até o final do periodo de cultivo (Tabela 5). O grupo IPA

239 apresentou maior sobrevivéncia (90 £ 7%), maior ganho de biomassa (8,74 £ 1,96 g),
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melhor indice de fator de conversao alimentar (1,69 = 0,41) e maior produtividade (0,97 £
0,19 kg.m™). Menor taxa de crescimento especifico (TCE) foi encontrada no IPA 58+239
(5,90 + 0,69% ao dia). Nos grupos IPA 58, IPA 239 e PROB, as médias de peso final
(aumentado em 10x em 30 dias de cultivo) e taxa de crescimento semanal foram iguais (1,07

g e 0,18 g.sem™, respectivamente) (Tabela 5).

4. Discussao

Valores das varidveis fisico-quimicas da agua monitoradas durante o experimento
foram estaveis e dentro da faixa recomendada para o cultivo de M. rosenbergii (New et al.,
2010). O uso de probioticos na carcinicultura pode proporcionar uma melhoria nos parametros
utilizados para avaliar a qualidade da agua através do equilibrio das principais variaveis
fisicas e quimicas (Souza et al.,, 2012). Temperatura, pH, concentracdo de oxigénio
dissolvido, alcalinidade e dureza permaneceram dentro dos niveis seguros de criacdo de M.
rosenbergii, sendo temperatura entre 25-28°C, pH entre 7,0-8,0, de 6-8 mg/L para o oxigénio
dissolvido e alcalinidade e dureza entre 20 e 100 mg/L (Kumaresan et al., 2016; Ribeiro e
Logato, 2016). As variaveis de amdnia e nitrito permaneceram dentro da faixa indicada
(Arana, 2010) e, ndo diferenciaram significativamente, entre os tratamentos com uso de
probidtico.

Em relacdo a carga total bacteriana (BT) na agua de cultivo, ndo foi possivel detectar
diferenca significativa na quantificacdo de unidades formadoras de coldnias entre 0s
tratamentos. Adicionalmente, em todos 0S grupos experimentais, a contagem se manteve
constante durante todo o tempo de cultivo devido, talvez, a troca diaria de metade da agua dos
tanques circulares, ndo permitindo uma progressdo. De acordo com avaliacdo morfologica
prévia, foi possivel constatar a prevaléncia na agua dos tipos bacterianos selecionados (IPA

58 e IPA 239) e inoculados através de suplementacéo na racdo em cada tratamento; este fato
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pode ser atribuido a capacidade de competicdo por nutrientes destas bactérias (Zokaeifar et
al., 2013).

Ao comparar os tratamentos IPA 58 e IPA 239 ao grupo tratado com o probidtico
comercial até o final dos 30 dias de cultivo foi possivel observar uma concentracdo menor de
Vibrio spp.; porém quando em combinacdo (IPA 58+239), a populacdo UFC/mL se eleva
durante o tempo tornando menos efetivo como biocontrolador. Tal fato pode ser explicado
pela competicdo pelo espaco entre si das duas cepas de Bacillus atuando de forma antagbnica,
ja que ambas foram positivas para o teste de sideroforos. A bactéria Bacillus
amyloliquefaciens (IPA 239) foi mais eficiente como biocontroladora, diminuindo
significativamente a média de Vibrio spp. na agua.

Amostras de hepatopancreas de M. rosenbergii dos tratamentos com Bacillus sp (IPA
58) e Bacillus amyloliquefaciens (IPA 239) e quando estavam combinadas (IPA 58+239)
apresentaram menores valores méedios de populacdo de vibrios, o que significa dizer que as
cepas de Bacillus competem pelo espaco e atuam como biocontrole. Adicionalmente, foram
mais eficientes na diminuicdo da carga vibrionacea que o grupo que utilizou o probidtico
comercial (PROB). Na avaliacdo de bactérias totais e de bactérias do género Bacillus no
hepatopancreas apds 30 dias de cultivo, a cepa IPA 58 mostrou-se eficaz na aderéncia ao
6rgdo em estudo quando em compara¢do aos outros grupos experimentais. A IPA 239
colonizou melhor o hepatopancreas que quando em combinacdo com a IPA 58 (IPA 58+239).
Tais resultados estdo de acordo com a capacidade de formacdo de biofilme que mostraram
que ndo se comportam de forma sinérgica, e sim de forma competitiva quando em cocultura.

A populagdo inicial de bactérias no intestino foi maior que a encontrada no
hepatopéancreas. Em todos os tratamentos houve um incremento da concentracdo bacteriana
total (BT) e de Bacillus sp. ao final do experimento, implicando em uma melhoria na

colonizacdo do trato intestinal. Em relacdo a IPA 58 e, assim como no hepatopancreas,
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mostrou que a eficiéncia na colonizacdo do trato, implicando em maior aderéncia e
permanéncia no o6rgdo. Concomitantemente, a IPA 239 foi melhor na colonizacédo
isoladamente que quando em cocultura (IPA 58+239) e se aderiu mais ao intestino do que ao
hepatopancreas. Vale ressaltar o carater de biocontrole das cepas IPA 58 e IPA 239 da flora
intestinal; em contrapartida, o grupo do probiotico comercial foi ineficaz contra Vibrio spp. no
intestino. O género Bacillus spp. é conhecido pelo sucesso de aderéncia na mucosa intestinal
de organismos aquaticos e consequente producdo de substancias antibioticas (polimixina,
bacitracina e gramicidina) que tém atividade contra um amplo espectro de bactérias aerdbicas
e anaerobicas (Keysami et al. 2012). Autores defendem que a continua adicdo e a dosagem
adequada (dose-efeito) de probidticos na agua de criacdo favorecem o sucesso da colonizagédo
pelos microrganismos e otimiza a formagdo da comunidade microbiana que necessita de
tempo para estabelecer-se (Xue et al., 2016). Quando probidticos sdo administrados em doses
efetivas, se estabelecem e colonizam o trato digestivo e aumentam a microflora natural e a
resisténcia do hospedeiro a doencas (Gullian e Rodriguez, 2002). O aumento do efeito
promotor de incremento da concentracdo de microflora benéfica no trato digestivo também
esta condicionado a concentracdo de bactérias probidticas na ragdo, sendo importante a
estabilidade de células viaveis (UFC) pelo tempo de administracdo do probidtico na
alimentacdo (Keysami et al., 2012).

As bactérias presentes em ambientes aquaticos influenciam a composicdo da
microbiota intestinal e vice-versa (Seenivasan et al., 2015). Neste ambiente, a microbiota
bacteriana intestinal do animal é dominada principalmente por bactérias gram-negativas
pertencentes aos géneros Aeromonas e Pseudomonas (Vine et al., 2006), e varios estudos
demonstraram que essa microbiota pode ser modificada pela suplementacdo de bacterias
gram-positivas (Ziaei-Nejad et al., 2006; Vieira et al., 2008; Vieira et al., 2010). No presente

estudo, os resultados corroboram com a capacidade de exclusédo competitiva da microflora
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microbiana gram-negativa por bactérias do género Bacillus sp. Outros pesquisadores
observaram um incremento na concentra¢do do probiotico testado no trato digestivo e no
hepatopancreas de M. rosenbergii (Kumar et al., 2013; Zhang et al., 2011; Zokaeifar et al.,
2013). Foi relatado por Keysami e Mohammadpour (2012) colénias de Bacillus estabelecidas
em intestino de PL de M. rosenbergii alimentado com dieta suplementada com Bacillus
subtilis. Da mesma forma, Seenivasan et al. (2012d) observaram que as coldnias bacterianas
probidticas se estabeleceram no intestino de PL de M. rosenbergii na concentracdo de 332 x
10* células (UFC) quando alimentado com Bacillus subtilis incorporada a dieta em 107
Adicionalmente, Seenivasan et al. (2015) fizeram outro cultivo com BS (Bacillus subtilis) e
SC (Saccharomyces cerevisiae), ambas incorporadas a racdo (40% de proteina) na
concentracdo de 10 x 10" UFC/mL, e obtiveram uma leitura de UFC/mL do intestino ap6s 90
dias de cultivo de PL30 de M. rosenbergii em &gua clara de 120 x 10* UFC de células viaveis
de BS.

Em alguns trabalhos que envolvem testes com probidticos contendo o género Bacillus
sp. foram avaliados experimentalmente espécies de camardes marinhos, como Litopenaeus
vannamei (Ferreira et al., 2015), Farfantepenaeus brasiliensis (Souza et al., 2012), F.
duorarum (Emerenciano et al., 2013), ou foram adicionados diferentes probioticos na fase de
larvicultura de M. rosenbergii em &gua salobra (Kennedy et al., 2006; Keysami et al., 2007).
De acordo com Decamp et al. (2008), nestas pesquisas as contagens mais altas de bactérias
desse género foram obtidas pois corroboram com a teoria de afinidade de Bacillus sp. com o
meio salino, como forma de exclusdo de outros microrganismos que ndo se adaptam em
ambientes com salinidade.

Em termos de desempenho zootécnico, o tratamento IPA 239 apresentou uma
promissora produtividade em kg/m®, sendo interessante reproduzir experimento com esta

bactéria probidtica em cultivos em escala comercial. Na maioria dos tratamentos
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experimentais, exceto no tratamento IPA 58+239, o uso de bactérias selecionadas em
monocultura e do probiotico comercial resultou em animais que tiveram um incremento de 10
vezes 0 seu peso inicial em 30 dias, atingindo média de 1,07 + 0,16 g. Em comparacdo, o
melhor e o pior desempenho no ganho de peso de PL de M. rosenbergii alimentado com racéo
suplementada com B. subtilis (10") por 90 dias foi de 1,10 + 0,07 g e 0,79 + 0,06 g
(Seenivasan et al., 2012d). Probio6ticos podem melhorar a atividade digestiva pela sintese de
vitaminas e cofatores, bem como a atividade enzimatica (Wang, 2007). Bacillus sp. produz
uma variedade de proteases e outras enzimas que permitem degradar uma variedade de
substatos naturais e contribuir para a ciclagem de nutrientes (Gullian et al. 2004). Essas
propriedades podem ser a causa do aumento de peso, melhorando a digestdo ou a absor¢do de
nutrientes.

Adicionalmente, os parametros de crescimento de PL de M. rosenbergii, como
sobrevivéncia, ganho de biomassa, fator de conversdo alimentar e produtividade, foram
maiores nos tanques com IPA 239 incorporada a dieta quando em comparagdo aos outros
grupos experimentais. Nos grupos IPA 239 e IPA 58+239, foram observados 6timos indices
de sobrevivéncia (90% e 85%, respectivamente). Estudo utilizando B. subtilis (BS)
suplementada em 10" & dieta de PL de M. rosenbergii em &gua clara resultou em aumento
significativo (p<0,05) da sobrevivéncia entre os tratamentos, onde a maior taxa foi de 90 +
2,50 % no tratamento utilizando 3% de BS na racdo com 40% de proteina (Seenivasan et al.,
2012d). Rahiman et al. (2010) sugeriram que 0 uso de bactérias probidticas isoladas dos
proprios camarGes podem permitir resultados mais promissores quanto aos relacdo aos
parametros zootécnicos do que o uso de outros probidticos. De acordo com os ultimos
autores, ao utilizar dieta suplementada com Bacillus NL110, houve aumento significativo no
ganho de peso e na TCE em M. rosenbergii sem qualquer aumento significativo na

sobrevivéncia. Concomitantemente, Kumar et al (2013) descreveram aumento significativo
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dos parametros de crescimento (ganho de peso e TCE) e ndo constataram diferencas
significativas na sobrevivéncia. Keysami e Mohammadpour (2012) notaram que probioticos
incorporados a dieta melhorou o desempenho na sobrevivéncia e no crescimento de PL de M.
rosenbergii.

Uma possivel explicacdo para o aumento do desempenho como resultado da adi¢éo de
probidtico é a melhoria na digestibilidade, o que pode, por sua vez, explicar o melhor fator de
conversdo alimentar e 0 aumento da taxa de crescimento especifico (Seenivasan et al., 2015).
Seenivasan et al. (2012d) reportaram que B. subtilis suplementada (1,0 x 10" UFC/mL) em
racdo peletizada ofertada por 90 dias a PL30 de M. rosenbergii resultou em aumento
significativo (p<0,05) da TCE e do FCA em relacdo a um controle sem probidtico. No estudo
destes autores, o menor indice de FCA foi de 2,47 + 0,21 g no tratamento com 3% de BS
incorporado a racdo. Neste presente trabalho, FCA chegou a 2,65:1 (IPA 58+239), dados
satisfatorios e compativeis com a literatura, visto que o sistema foi conduzido em agua clara
com renovacao diaria e foi somente alimentado com ragdo suplementada com as bactérias
probidticas. O melhor e promissor indice de FCA foi encontrado no tratamento com Bacillus
amyloliquefaciens IPA 239 em monocultura (1,69 + 0,41 g). De acordo com Moraes-Riodades
e Valenti (2004), o fator de converséo alimentar (FCA) pode variar de 2,5:1 a 1,8:1 ao cultivar
0 M. rosembergii utilizando sistema de cultivo tradicional de &gua clara e com renovagao, e
com utilizacdo de outras técnicas como bandejas. Keysami et al (2012) apontaram diferencas
significativas em cultivo em sistema convencional utilizando Bacillus subtilis como
probidtico quando em comparacdo ao controle, porém, a melhor taxa de crescimento (TCE)
foi de 2,10 %/dia, contra 6,39 %/dia encontrado com a utilizacdo da cepa IPA 239 e do
probidtico comercial (PROB), e 6,38 %/dia com a IPA 58. Ou seja, os camardes cultivados
nas condicOes deste trabalho, e com as bactérias isoladas e selecionadas do trato digestivo de

L. vannamei, em especial a IPA 239, estavam crescendo de forma satisfatoria e
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potencializada, além da taxa de crescimento estar equivalente a uma mistura de bactérias
probidticas em maior poténcia (10!, juntamente com outros ingredientes, do probiético
comercial.

A qualidade e eficacia do probidtico é influenciada pela composicdo néo-
bacterioldgica da mistura probidtica, pelas espécies de microrganismos que o compde, assim
como a concentracdo da UFC/g, uma vez que, a elevada concentracdo de UFC/g é mais
efetiva que adicdo em quantidades elevadas de probidtico (Xue et al., 2016). Luis-Villasefior
et al. (2011) constataram que probioticos compostos por duas ou mais estirpes de Bacillus
podem provocar diferencas significativas no desenvolvimento de camardes em relacdo a um
controle sem probidtico, mas ndo apresentam variacdo significativa quando comparados a
probidticos compostos por apenas uma espécie de Bacillus. Neste trabalho ocorreu de forma
semelhante, pois ndo houve diferencas significativas entre todos os grupos estudados
utilizando uma cepa ou cepas combinadas. Probioticos com multiespécies sdo mais eficazes e
consistentes que os homdélogos com apenas uma espécie de bactéria uma vez que culturas
mistas podem apresentar propriedades sinérgicas (Nayak, 2010). Contudo, as cepas de
Bacillus sp. e Bacillus amyloliquefaciens como espécies em monocultura representaram
performance e controle da microbiota de Vibrio melhor que o probiético comercial que

contém multiespécies de bactérias e outros nutrientes.

5. Concluséao

Nas condi¢des de cultivo, resultados das analises microbioldgicas mostraram que a
cepa Bacillus sp. IPA 58 quando suplementada na dieta colonizou, aderiu a mucosa, com
sucesso 0 hepatopancreas e intestino e/ou estimulou o crescimento da microbiota,
corroborando com a potencial formacéo de biofilme. Foi eficaz, na concentracdo adotada de

1,0 x 10° UFC/mL, no controle da microbiota de Vibrio spp. dos 6rgdos avaliados. A
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competicdo com bactérias do género Vibrio foi vista, também, com a utilizacdo da cepa
Bacillus amyloliquefaciens IPA 239 quando suplementada na racdo, responsavel pela
eliminacdo de bactérias patogénicas tanto na agua quanto nos 6rgdos avaliados. Bacillus
amyloliquefaciens colonizou o trato digestivo e promoveu o crescimento de PL de M.
rosenbergii. As cepas isoladas e selecionadas colonizaram melhor ou igual ao probidtico
comercial e foram mais competitivas. Por fim, Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus
amyloliquefaciens IPA 239 podem ser utilizadas como probio6tico em cultivo de PL de M.

rosenbergii.
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616  Tabela 1. Valores das médias (x desvio padrdo) das variaveis de qualidade de agua,

617 temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg.L™), alcalinidade (mg de CaCOs.L™), dureza

618  (mg de Cae Mg.L™), aménia total (NHs mg. L™) e nitrito (NO, mg. L™Y).

Tratamentos
Variaveis

PROB IPAS8 IPA239 IPA58+239

Temperatura 2800+04 28,10+ 0,5 28,1+0,5 28,0+ 0,5

pH 8,11+ 0,17 8,12+ 0,18 8,11+0,18 8,11 +0,17
Oxigénio dissolvido 6,40 + 0,60 6,45 + 0,68 6,60 = 0,46 6,45+ 0,43
Alcalinidade 71,75+12,77 76,97 +1247 71,60+ 10,20 68,02 + 8,68

Dureza 50 -100 50 - 100 50 - 100 50 - 100

Amonia total 0,08 + 0,06 0,12 +0,10 0,15+0,11 0,09 + 0,08
Nitrito 0,02+0,01 0,07 +0,05 0,10 £ 0,05 0,05+ 0,04

619
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Tabela 2. Valores das médias (+ erro padrdo) e média de todos os tempos (dias) de contagem em meio TCBS de amostras de dgua durante o

cultivo de M. rosenbergii, durante 7, 15, 22 e 30 dias nos diferentes tratamentos: PROB, IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 239 (Bacillus

amyloliquefaciens) e IPA 58+239.

Contagem TCBS (UFC.mL™)

Dias de cultivo

Tratamentos Média
07 15 22 30
PROB 1,59 + 1,10x10% ®© 1,92 + 1,59x10% ®° 5,96 + 4,12x10° ® 3,36 + 2,30x10° ® 2.42x10° 4
IPA58 5,82 + 3.43x10* *° 8,30+8,30" 8,42 + 4. 26x10> % 6,68 + 6,68.10" 2° 2,44x10%48
IPA239 00+0,0° 8,30+8,30" 2,58 + 1,30x10% ¢ 3,42 + 2 36x10% *° 1,52x10%B
IPA58+239 1,67 +0,96x10* *° 8,30+8,30" 1,13 +0,71x10°®® 1,02 +£0,77x10°® 5,44x10% A8

Diferentes letras minusculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05). Diferentes letras

maiusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).
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629  Tabela 3. Valores das médias (+ erro padrdo) de contagem nos meios AM, MYP e TCBS de amostras de hepatopancreas de M. rosenbergii

630  durante 15 e 30 dias de cultivo nos diferentes tratamentos: PROB, IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens) e IPA 58+239.

Contagem BT (UFC.mL™)

Contagem Bacillus (UFC.mL™)

Contagem TCBS (UFC.mL™)

Dias de cultivo

Dias de cultivo

Dias de cultivo

Tratamentos 15 30 15 30 15 30
PROB 1,24 +1,24x10**  855+7,14x10°°  1,67+1,67x10°* 2,17+157x10°® 2,01 +1,99x10°% 7,34 + 6,48x10° ®
IPA58 5,14+ 2,75x10°°  4,75+4,39x10°® 6,14 +3,05x10°® 6,68 £ 6,21x10° ®° 8,3+83" 8,3+83"
IPA239 1,83+1,02x10°° 1,99 +1,67x10°° 2,08 +0,95x10°*® 3,14 £ 2,59x10* * 00£00° 00£00°
IPA58+239 2,08 +2,08x10*° 2,50 +1,60x10'° 2,66 +2,54x10°® 2,50 + 1,60x10" " 1,67 +1,67" 00+0,0°

631 'Diferentes letras mindsculas do sobrescrito na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).

632

633

634
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635  Tabela 4. Valores das médias (£ erro padrdo) de contagem nos meios AM, MYP e TCBS de amostras de intestino de M. rosenbergii durante 15 e

636 30 dias de cultivo nos diferentes tratamentos: PROB, IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens) e IPA 58+239.

Contagem BT (UFC.mL™)

Contagem Bacillus (UFC.mL™)

Contagem TCBS (UFC.mL™)

Dias de cultivo

Dias de cultivo

Dias de cultivo

Tratamentos 15 30 15 30 15 30
PROB 1,18 +1,16x10°® 2,00 £0,99x10"* 1,75+ 1,64x10°® 3,34 +1,75x10"? 0,0+0,0" 7,76 +5,74x10° **
IPA58 8,30+8,30°" 1,06 £0,28x10°® 2,50 £0,83x10'® 1,28 £0,29x10° ® 0,0+0,0° 0,0£0,0°
IPA239 1,42 +1,31x10°®  1,03+£0,99x10°®  1,75+153x10°®  1,64+156x10°*®  8,30+8,30 % 0,0£0,0°
IPA58+239 8,30+8,30" 4,16 £2,10x10'® 8,30 +8,30x10' ® 5,80 + 2,50x10" ° 0,0£0,0° 0,0£0,0°

637 'Diferentes letras minasculas do sobrescrito na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05). Diferentes letras

638  maiusculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os dias de cultivo (p <0,05).

639
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640 Tabela 5. Valores das médias (+ desvio padrdo) para os parametros de cultivo: sobrevivéncia,
641 peso medio final, ganho de biomassa, taxa de crescimento especifico (TCE), taxa de

642  crescimento semanal (TCS), fator de converséao alimentar (FCA) e produtividade.

Tratamentos
Variaveis

PROB IPAS8 IPA239 IPA58+239

Sobrevivéncia (%) 82514 755 907 85+ 17
Peso final (g) 1,07 £0,13 1,07 £ 0,16 1,07 £0,16 0,92+0,21
Ganho biomassa (g) 7,89 +1,55 7,06 £ 1,50 8,74 +1,96 7,07 £2,96
TCE (%.dia™) 6,39 £ 0,32 6,38 £ 0,39 6,39 £ 0,39 5,90 £ 0,69
TCS (g.sem™) 0,18 + 0,02 0,18 + 0,03 0,18 £ 0,03 0,15+ 0,04
FCA (9) 1,84 +0,32 2,07+0,43 1,69 +0,41 2,65+ 1,69
Produtividade (kg.m) 0,89+0,16  0,81+0,15  097+019  0,81+0,29

643
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6 CONCLUSOES

As menores relacdes C:N foram suficientes para o incremento de uma biota
heterotréfica no sistema de bioflocos, ndo existindo influéncia das diferentes relac6es sobre 0s
niveis ideais dos parametros fisico-quimicos da dgua e de desempenho de L. vannamei.

Cepas de Bacillus isoladas sdo capazes de produzir enzimas para a industria de
alimentacdo de animais aquaticos, e inclusive podem ser também empregadas em outras
aplicacdes industriais. A inoculacdo de bactérias probioticas na racdo deve ser estimulada
junto aos produtores, com a finalidade do probidtico atingir a cadeia produtiva como um todo.

Atraveés de resultados da técnica de deteccdo de formacéo de biofilme e de sinergismo
entre as cepas foi possivel sugerir que a técnica pode avaliar previamente a capacidade de
adesdo destas aos 6rgdos dos animais cultivados, podendo ser adotada como um pré-teste
antes do ensaio com cultivo piloto utilizando um probidtico selecionado. Pesquisas voltadas
para compreensdo dessas interacdes sociais e forcas seletivas que geram biofilme de
comunidades bacterianas no ambiente aquatico de criacdo de camardo se mostram
necessarias.

As cepas Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus amyloliquefaciens IPA239 demonstraram
carater de biorremediacdo e/ou biocontrole. Sendo assim, a utilizacdo de produtos probioticos
utilizando cepas selecionadas pode auxiliar o problema da presenca das enfermidades na
carcinicultura brasileira e para a melhoria no rendimento nutricional e no incremento dietario.
Portanto, o resultado deste estudo recomenda a inclusdo de B. amyloliquefaciens na
formulagdo de ragBes para o desenvolvimento sustentavel do cultivo de camardo de &gua
doce, além de estudos para uma concentracdo mais eficaz para cultivo em escala comercial e
de cooperacdo interespecifica com outras espécies de bactérias. Outro ponto importante a ser
abordado é a substituicdo e/ou minimizacdo do uso de bactérias exdticas de produtos
probidticos comerciais que sdo em sua maioria importados, e cuja eficacia nas condicbes de

cultivo nacional pode ser comprometida.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE PRODUCAO DE SIDEROFOROS

a) Meio liquido de tripticaseina de soja (tryptic soy) diluido 10 vezes (1/10 TSL): diluir 3a 4
g do meio, dependendo do fabricante, em 1L de adgua destilada (H,Od);

b) Solucdo indicadora de cromo azurol S (CAS): Em um baldo volumétrico de 100 mL,
adicionar 6 mL da solugdo de HDTMA 10 mM e um pouco de H,Od. Adicionar, lentamente e
sob agitacdo, 1,5 mL da solucédo férrica Fe3+ (FeCl3.6H,O 1 mM e HCI 0,01M) e 7,5 mL de
uma solucdo aquosa de cromo azurol S 2 mM (12,2mg em 10mL de H,Od). Dissolver,
separadamente, 4,307g de piperazina anidra em 20 mL de H,Od adicionando 6,25mL de
HClconcentrado (36,5% a 38%) com cuidado. Essa solugdo tampdo (pH = 5,6) €, entdo,
transferida para o baldo volumétrico e o volume é completado para 100 mL com H,Od;

b.1) Solucéo de brometo de hexadeciltrilaménio (HDTMA10 mM): em um baldo volumétrico
de 1L, dissolver 3,645 g de HDTMA em um pouco de H,Od, agitar e completar o volume;
b.2) Solugdo de FeCl;,6H,0 1 mM: em um baldo volumétrico de 1L, dissolver 0,270 g de
FeCl3.6 H,O em um pouco de H,Od, agitar e completar o volume;

b.3) Solucdo de HCI 0,01M: em um baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar um pouco de
H,Od,em seguida, adicionar 0,82 mL de HClconcentrado (36,5% a 38%), agitar e completar o
volume com H,Od;

b.4) juntar os topicos b.2 e b.3 para fazer a solucédo férrica Fe3+.

Apbs cultivo das bactérias em frascos erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de 1/10 TSL,
centrifugar a suspensao de células a 12.000 g por 10 min, transferir 1 mL do sobrenadante
para um tubo de ensaio, adicionar 1 mL da solucdo de CAS e visualizar a mudanca na
coloragéo.
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ANEXO A - MATERIAL ADICIONAL/DADOS COMPLEMENTARES

Figura adicional 1
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Figura: Formagc&o de biofilme de cinco cepas selecionadas em monocultura e cocultura. Biofilme formado pelo
isolado IPA24 (Bacillus amyloliquefaciens), IPA56 (Bacillus subtilis), IPA58 (Bacillus sp.), IPA122 (Bacillus
pumilus) e IPA239 (Bacillus amyloliquefaciens subs. amyloliquefaciens) quando aliquotas de 40 pL das culturas
diluidas foram incubadas em coculturas de dois, trés, quatro e cinco isolados e completadas com meio TSB
estéril em volume final de 200uL. Ensaios para deteccdo de efeito sinérgico foram realizados com seis réplicas.
Barras representam as médias (xerro padrdo médio) de seis réplicas.
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Research Papers should report the results of original research. The material should not have been
previously published elsewhere. Articles are expected to contribute new information (e.g. novel
methods of analysis with added new insights and impacts) to the knowledge base in the field, not
just to confirm previously published work.

Review Articles can cover either narrow disciplinary subjects or broad issues requiring interdisciplinary
discussion. They should provide objective critical evaluation of a defined subject. Reviews should not
consist solely of a summary of published data. Evaluation of the quality of existing data, the status
of knowledge, and the research required to advance knowledge of the subject are essential.

Short Communications are used to communicate results which represent a major breakthrough or
startling new discovery and which should therefore be published quickly. They should not be used for
preliminary results. Papers must contain sufficient data to establish that the research has achieved
reliable and significant results.

Technical Papers should present new methods and procedures for either research methodology or
culture-related techniques.

The Letters to the Editor section is intended to provide a forum for discussion of aquacultural science
emanating from material published in the journal.

Papers for consideration should be submitted via the electronic submission system mentioned below
to the appropriate Section Editor:

Nutrition:
D.M. Gatlin

The Nutrition Section welcomes high quality research papers presenting novel data as well as original
reviews on various aspects of aquatic animal nutrition relevant to aquaculture. Manuscripts addressing
the following areas of investigation are encouraged:

1) determination of dietary and metabolic requirements for various nutrients by representative aquatic
species. Studies may include environmental/stress effects on animal's physiological responses and
requirements at different developmental stages;

2) evaluation of novel or established feedstuffs as well as feed processing and manufacturing
procedures with digestibility and growth trials. Such studies should provide comprehensive
specifications of the process or evaluated ingredients including nutrients, potential anti-nutrients, and
contaminants;

3) comparison of nutrient bioavailability from various ingredients or product forms as well as metabolic
kinetics of nutrients, food borne anti-nutrients or toxins;

4) identification of key components in natural diets that influence attractability, palatability,
metabolism, growth reproduction and/or immunity of cultured organisms;

5) optimization of diet formulations and feeding practices;

6) characterization of the actions of hormones, cytokines and/or components in intracellular signaling
pathway(s) that influence nutrient and/or energy utilization.

7) evaluation of diet supplementation strategies to influence animal performance, metabolism, health
and/or flesh quality.

Manuscripts concerning other areas of nutrition using novel or advanced methods are also welcome.
Please note that in regard to various diet additives such as probiotics, prebiotics, herbal extracts,
etc., a very large number of papers have already been published. Therefore, Aquaculture will not
continue to accept manuscripts that present initial and preliminary investigations of such additives.
Manuscripts addressing these and other feed additives will be accepted for review only if they are
of the highest scientific quality and they represent a significant advance in our knowledge of the
mechanisms involved in their metabolism. Manuscripts may also be considered if they present clinical
efficacy data generated in large-scale trials and economic cost-benefit analysis of these applications.

Aquaculture Production Science:
B.Costa-Pierce
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AQUACULTURE PRODUCTION SCIENCE (PS) is one of 5 sections of the international journal
AQUACULTURE dedicated to research on improvements and innovations in aquatic food production.

This section supports worldwide dissemination of the results of innovative, globally important,
scientific research on production methods for aquatic foods from fish, crustaceans, mollusks,
amphibians, and all types of aquatic plants. Contributions are encouraged in the following areas:
1) Improvement of production systems that results in greater efficiencies of resource usage and
sustainability of aquaculture; 2) Effective applications of technologies and methods of aquaculture
production for improved stocking regimes; 3) The use of new species and species assemblages; and,
4) Investigations to minimize aquaculture wastes and improve water quality, including technologies
for nutrient recycling in aquaculture ecosystems, and potential synergy of aquaculture and other food
production systems using methods such as polyculture and integrated aquaculture. Aspects of seafood
processing and technology will not be considered in this section although aquaculture techniques
that may influence the nutritional value of aquatic food products may be considered in the Nutrition
Section.

Physiology:
Fish: A. P. (Tony) Farrell
Invertebrates: J. Benzie

The Physiology Section welcomes high quality papers that present either novel research data or
original reviews. The content must be relevant to solving aquaculture problems on all aspects of the
physiology of cultured aquatic animals and plants.

Submitted manuscripts must have a valid hypothesis or objective, clearly state the relevance to
aquaculture, have proper experimental design with appropriate controls and utilize appropriate
statistical analysis. Mention of trade names is limited to the main text.

Relevant physiological topics include, but are not limited to: Reproductive and endocrine physiology,
including control of development and sex differentiation, induced ovulation and spermiation, gamete
quality, storage and cryopreservation, physiology of gynogenetic, and triploid and transgenic
organisms Cardiorespiratory, muscle and exercise physiology Osmoregulatory physiology Digestive
physiology, including endocrine and environmental regulation of growth Larval physiology and
ontogeny, including metamorphosis, smolting and molting Performance under variable culture
conditions, including temperature, water quality, rearing density, and stress and disease physiology
Physiology of harvest and handling techniques

Genetics:
G. Hulata

The Genetics Section welcomes high-quality research papers presenting novel data, as well as critical
reviews, on various aspects of selective breeding, genetics and genomics. Submitted manuscripts
must have a valid hypothesis or objective, clearly state the relevance to aquaculture, have proper
experimental design with appropriate sample size and controls and utilize appropriate statistical
analysis.

Relevant genetics topics include, but are not limited to: Breeding programs using classic selection
procedures, markers or combining marker assisted selection with classic selection Applications
of crossbreeding and interspecific hybridization Evaluation of commercially important phenotypes
among cultured strains, populations or stocks Applications of biotechnology and genetic manipulation
methods Development of linkage maps, identification of QTL or association of commercially important
traits with specific gene(s). Where appropriate, linkage maps should include co-dominant markers,
such as microsatellite DNA and SNP markers, to enable application to other populations and facilitate
comparative mapping. Aquaculture will NOT accept manuscripts dealing with the application of well-
described techniques to yet another species, unless the application solves a specific biological problem
important to aquaculture production; or manuscripts dealing with gene cloning, characterizing of
microsatellites, species identification using molecular markers, EST papers with small collections, or
mapping papers with a small number of markers, unless the papers also deal with solving a biological
problem that is relevant to aquaculture production.
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Aquaculture will not accept manuscripts focusing mainly on population genetics studies that are based
on RAPD and AFLP markers, since the dominance and multilocus nature of the fingerprints are not
suitable for making inferences about population genetic diversity and structure.

Sustainability and Society:
D.C. Little

The Sustainability and Society section of the journal Aquaculture invites articles at the interface of
natural and social sciences that address the broader roles of aquaculture in global food security and
trade.

Aims and scope of the Sustainability and Society section are the: global dissemination of
interdisciplinary knowledge regarding the management of aquatic resources and resulting impacts
on people. Interconnections with other sectors of food production; resource management and
implications for societal impact. Going beyond a narrow techno-centric focus, towards more holistic
analyses of aquaculture within well-defined contexts. Enquiry based on understanding trajectories
of change amid the global challenges of climate change and food security. Mixed methods and
approaches that incorporate and integrate both social and natural sciences. Relevance for the diverse
range of policy makers, practitioners and other stakeholders involved. Articles that take a value chain
approach, rather than being wholly production orientated, are encouraged.

Disease
B. Austin

The Disease sections welcomes critical reviews and high quality articles containing novel data on all
aspects concerning diseases of farmed aquatic species. The aims of the section are: description of
new and emerging diseases including characterization of the causal agent(s), development in the
understanding of fish pathogens for example including new methods of growth where this has been
a problem for fastidious organisms, pathogenicity and epizootiology, developments in the diagnosis
of disease going beyond the use of standard well used methods, and methods of disease control,
notably new developments in vaccines, immunostimulants, dietary supplements, medicinal plant
products, probiotics, prebiotics and genetically-disease resistant stock. Relevance to aquaculture must
be demonstrated. Articles, which adapt well known methods without further refinement of those
methods, are unlikely to be accepted.

Submission Checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
e E-mail address
¢ Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

¢ Include keywords

e All figures (include relevant captions)

¢ All tables (including titles, description, footnotes)

e Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
e Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

* All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

¢ Relevant declarations of interest have been made
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¢ Journal policies detailed in this guide have been reviewed
» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

In order to facilitate the review process, please make sure your submission is prepared with:
¢ Double line spacing

e Continuously numbered lines throughout the manuscript

* Numbered pages

BEFORE YOU BEGIN

Author of papers to Aquaculture are requested to verify their experimental design. Results should
always include biological replicates. These could be obtained by performing an experiment multiple
times within the same time window (demonstrating repeatability) or by performing an experiment
multiple times in different time windows (demonstrating reproducibility). In a typical experiment, a
biological replicate in aquaculture is a tank. Individuals that were kept during the experiment in one
single tank are not independent from each other and can hence not be considered as a biological
replicate. Authors are also requested to consult Aquaculture Volume 437, 1 Pages 344-350 for further
support on statistical processing of data.

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described has
been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration
of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform Requirements for manuscripts submitted to
Biomedical journals. Authors should include a statement in the manuscript that informed consent
was obtained for experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must
always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. Authors must disclose any interests in two places: 1. A
summary declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the manuscript file
(if single-blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations of interest:
none'. This summary statement will be ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed
disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official
records. It is important for potential interests to be declared in both places and that the information
matches. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere
in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

If the manuscript to be submitted was previously rejected by Aquaculture or another journal, it is
necessary to specify what substantive new work and/or revisions have been included to elevate the
manuscripts quality for consideration by Aquaculture.
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Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors must have
materially participated in the research and/or article preparation, so roles for all authors should be
described. The statement that all authors have approved the final article should be true and included
in the disclosure.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open access articles
is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the Open
Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

AUTHOR INFORMATION PACK 3 Feb 2018 www.elsevier.com/locate/aquaculture 8



155

THis journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Open access

e Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

* An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder
or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3800, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page for
further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription
articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers
before an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 24 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.
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Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Authors should avoid responding by messages received from the system using the 'Reply' button on
their e-mail message; this will send the message to the system support and not to the editorial office,
and will create unnecessary load of sorting out and forwarding

Please submit your article via https://www.evise.com/profile/api/navigate/AQUA

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to @ minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

LaTeX

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls to prepare your manuscript and
BibTeX to generate your bibliography.

Our LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other information.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.
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Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

eNumbering.Manuscripts that are sequentially numbered (e.g., I, II, etc.) are no longer accepted.
sAuthor names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should be not longer than 400 words.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 4-6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

As part of the submission process, authors are required to provide 3 or 4 highlights, each one sentence
long. Beyond stating key discoveries, these highlights must explicitly establish why the work is novel
and why it has an application to aquaculture. It is not sufficient to state that the species is one that
is farmed.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI).
If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUPAC:
Nomenclature of Organic Chemistry for further information.

1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.

2. All biota (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific names
when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

4, For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite "gene accession
numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA
sequences about which further information can be found in the databases at the National Center
for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Authors are encouraged to
check accession numbers used very carefully. An error in a letter or number can result in a dead
link. Note that in the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked
to the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from
the article.

Example 1: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, A1632198, and BF223228, a B-cell
tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter or number
can result in a dead link.

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or underlined
(see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), a B-cell tumor
from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117)".
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In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate
source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from the article (see
Example 3 below).

Example 3: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), a B-cell tumor
from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117)".

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used. In
chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. ca®* and not ca*t. Isotope numbers

should precede the symbols, e.g., 189, The repeated writing of chemical formulae in the text is to
be avoided where reasonably possible; instead, the name of the compound should be given in full.
Exceptions may be made in the case of a very long name occurring very frequently or in the case
of a compound being described as the end product of a gravimetric determination (e.g., phosphate
as P205).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics
Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further under Electronic
artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation
details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never to change,
SO you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.
(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal
of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.
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References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/aquaculture

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Define abbreviations that are not standard in this field at their first occurrence in the article: in the
abstract but also in the main text after it. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a humber of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.
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For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX
articles, a new kind of article that describes the details of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their specific needs or
setting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access journal,
now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible.
Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside the
revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an
open access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are
available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. Full instructions.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.
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The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
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