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RESUMO 

Shewanella algae é uma bactéria comumente isolada do trato digestivo de crustáceos. 

Apresenta ação lipolítica, proteolítica, amilolítica e antagonismo a bactérias patogênicas, 

características de um potencial probiótico para carcinicultura e piscicultura. Diante disto, este 

trabalho teve como objetivos, isolar e identificar microrganismos, potenciais probióticos, 

presentes na água de cultivo e no trato digestivo do camarão L. vannamei, cultivado em 

sistema heterotrófico, e caracterizar as cepas selecionadas fenotipicamente e genotipicamente 

avaliando suas relações filogenéticas e a competência das cepas estudadas como candidatas a 

probiótico. Inicialmente, foram isoladas 22 cepas bacterianas no meio TCBS, a partir de 

amostras do cultivo intensivo heterotrófico de L. vannamei e os DNAs das cepas foram 

extraídos, quantificados e identificados através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA 

e comparação ao GenBank – NCBI e RDP - Seqmath. Posteriormente, foram agrupadas 

utilizando os iniciadores REP, ERIC e BOX-PCR.  Em seguida, foram selecionadas as cepas 

IPA-S.111 e IPA-S.252, que apresentaram ótimos índices de atividade amilolítica e 

proteolítica. Estas cepas foram identificadas através do sequenciamento completo do gene 

16S rRNA, alinhadas a 45 espécies do gênero Shewanella e avaliadas filogeneticamente 

utilizando os métodos Neighbor-Joining, Máxima Verossimilhança e Inferência Bayesiana. 

Não obstante, foi realizada uma caracterização fenotípica através de análises bioquímicas, 

como teste oxidase, catalase, Gram, antibiograma e testes presentes no kit BACTRAY 

(Laborclin®). Ainda, caracterizou-se morfologicamente as bactérias e colônia. Na primeira 

etapa, os amplicons apresentaram tamanho específico entre 325 a 438 pb. O agrupamento 

realizado com o REP, ERIC e BOX-PCR apresentou similaridade de 59 % distribuídos em 

quatro grupos. O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA permitiu identificar gêneros, 

como Bacillus, Vibrio e Shewanella. Ademais, a alta concentração de bactérias vibrionáceas 

apontam condições inadequadas de cultivo, devido ao alto grau de patogenicidade que este 

grupo apresenta. Em uma segunda etapa, o sequenciamento total do gene 16S rRNA das cepas 

revelou alta similaridade a espécie S. algae, utilizando o GenBank e o RDP-seqmath. As 

cepas estudadas foram sensíveis aos antibióticos Clorafenicol (30µg), Amicacina (30µg), 

Ampicilina/Sulbactan* (10µg), Ofloxacina (5µg), Azitromicina (15µg) e Tetraciclina (30µg). 

Por conseguinte, a capacidade de formação de biofilme, adicionada ao alto potencial 

enzimático e antagonismo a patógenos, característico do gênero Shewanella, tornam estas 

cepas potenciais probióticos para a carcinicultura. 

Palavras-chave: carcinicultura; sistema heterotrófico; bactérias probióticas; Shewanella 

algae, 16S rRNA. 



 

 

ABSTRACT 

Shewanella algae is a commonly isolated bacteria from the digestive tract of crustaceans. It 

presents lipolytic, proteolytic, amylolytic and antagonistic action against pathogenic bacteria, 

characteristics of a potential probiotic for shrimp farming and pisciculture. In this concern, 

this work aimed to, first of all, isolate and identify potential probiotic microorganisms present 

in the water and in the digestive tract of L. vannamei shrimp, grown in a heterotrophic system, 

and characterize the selected strains phenotypically and genotypically, evaluating their 

phylogenetic relationships and the competence of the strains studied as probiotic candidates. 

Initially, 22 bacterial strains were isolated in the TCBS medium from samples derived from L. 

vannamei's intensive heterotrophic culture, and strain DNAs were extracted, quantified and 

identified by partial sequencing of the 16S rRNA gene and comparison to GenBank - NCBI 

and RDP - Seqmath. Subsequently they were grouped using the REP, ERIC and BOX-PCR 

primers. In a second step, the strains IPA-S.111 and IPA-S.252 were selected, with which 

they presented excellent amylolytic and proteolytic activity indexes. The selected strains were 

identified by complete sequencing of the 16S rRNA gene, aligned to 45 species of the genus 

Shewanella and evaluated phylogenetically using the Neighbor-Joining, Maximum 

Likelihood and Bayesian Inference methods. Nevertheless, a phenotypic characterization was 

carried out through biochemical tests such as oxidase, catalase, Gram, antibiogram and tests 

present in the BACTRAY kit (Laborclin®). Also, the bacteria and colony were 

morphologically characterized. In the first step, the amplicons presented specific size between 

325 and 438 bp. The grouping performed with REP, ERIC and BOX-PCR presented 

similarity of 59 % distributed in four groups. Partial sequencing of the 16S rRNA gene 

allowed the identification of genera such as Bacillus, Vibrio and Shewanella. Moreover, the 

high concentration of vibrionaceous bacteria point to inadequate culture conditions, due to the 

high degree of pathogenicity that this group presents. In a second step, complete sequencing 

of the 16S rRNA gene from strains revealed high similarity to S. algae species, using 

GenBank and RDP-seqmath. The strains studied were sensitive to the antibiotics Clorafenicol 

(30µg), Amicacin (30µg), Ampicilin/Sulbactan (10µg), Ofloxacin (5µg), Azitromicin (15µg) 

and Tetraciclin (30µg). Therefore, the capacity of biofilm formation, added to the high 

enzymatic potential and antagonism to pathogens, characteristic of the genus Shewanella, 

make these strains potential probiotics for shrimp farming. 

 

Keywords: carciniculture; heterotrophic system; probiotic bactéria; Shewanella algae, 16S 

rRNA. 
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1 INTRODUÇÃO 

Apontado como alternativa aos sistemas de cultivos extensivos tradicionais, o sistema 

intensivo heterotrófico é considerado o mais vantajoso em termos econômicos, sociais e 

ambientais. Trata-se de um sistema fechado, sem renovação de água, com aplicação ou não de 

probióticos, alta taxa de aeração e ração com baixa concentração de proteínas (BOYD & 

CLAY, 2002). O cultivo heterotrófico é baseado no princípio da exclusão competitiva, na 

qual bactérias patogênicas são substituídas por um suplemento simples ou uma cultura mista 

de bactérias selecionadas (GULLIAN et al., 2004). O sistema ainda favorece a produção de 

um complexo formado por sedimentos e microrganismos, denominado biofloco, que é 

utilizado como alimento natural ao camarão (WASIELESKY et al., 2013).  

Neste aspecto, o estudo da diversidade microbiana é essencial à compreensão das 

interações ecológicas dentro do cultivo, uma vez que determinados microrganismos são 

importantes para manutenção da qualidade da água do cultivo e saúde do animal. Estes 

microrganismos em específico são os probióticos, que auxiliam na absorção de compostos 

nitrogenados, promovem o incremento nas taxas de conversão alimentar e redução dos custos 

com alimentação (BANERJEE & RAY, 2017).  

Os probióticos participam ainda da imunomodulação dos animais e no controle de 

patógenos, diminuindo a incidência de microrganismos patogênicos, como bactérias do gênero 

Víbrio. Normalmente são isolados do trato digestivo do próprio animal hospedeiro atuando sobre 

o apetite, promovendo uma maior absorção de nutrientes e maior crescimento do animal em 

cultivo (CARNEVALI et al., 2016; DANTAS et al., 2009).  Contudo, o grande obstáculo para a 

compreensão destas relações microbiológicas tem sido a identificação das bactérias por 

técnicas bioquímicas convencionalmente utilizadas.  

Atualmente, tanto as relações filogenéticas quanto as taxonômicas são resolvidas 

através do sequenciamento do gene 16S rRNA (WEISBURG et al., 1991). Ademais, 

softwares com algoritmos específicos para análise de DNA também se encontram disponíveis 

(PROSDOCIMI et al. 2002). Algumas técnicas bioquímicas também podem ser utilizadas 

para caracterização fenotípica bacteriana, porém não mais com o propósito de identificação de 

bactérias probióticas, como a Shewanella, sendo este o papel dos genes ribossomais (HAN et 

al., 2016). 

O gênero Shewanella pertencente à classe Gammaproteobactérias, do grupo das 

bactérias gram-negativas, móveis, baciliforme, oxidase positiva, aeróbias não fermentativas e 

facultativas. Além disso, são classificadas como bactérias aquáticas, sendo comumente 

encontradas em ambiente marinho, bem como em ambientes extremos e variados, inclusive 
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áreas de baixa temperatura e em locais com histórico de contaminação por petróleo (HAN et 

al., 2016; KIM et al., 2007).  

Shewanella é também o gênero mais estudado dentro do grupo das bactérias redutoras 

de ferro e apresenta, ainda, atividade antimicrobiana contra Vibrio parahaemolyticus, V. 

alginolyticus e V. harveyi (SHAKIBAZADEH et al., 2012). Diante destas características, 

alguns estudos reportam o uso da bactéria Shewanella algae como potencial probiótico 

aplicável à carcinicultura em sistema intensivo heterotrófico.  

Os microrganismos locais são, muitas vezes, mais adaptados às condições climáticas, 

ambientais e hidrológicas da região de cultivo, quando comparados a probióticos comerciais. 

Desta forma, entender a microbiota local nos cultivos intensivos heterotróficos e realizar a 

prospecção de microrganismos com potencial probiótico é fundamental para o sucesso na 

produção de camarão em sistemas de alta densidade, bem como redução dos custos 

empregados no sistema e para a diminuição do ônus ambiental resultante desta atividade. 

 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

Isolar, identificar e caracterizar cepas de Shewanella algae presentes na água e no trato 

digestivo do camarão Litopenaeus vannamei cultivado em sistema heterotrófico e avaliar seu 

potencial como candidata a probiótico. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

- Selecionar cepas para probióticos a partir dos isolados presentes na água de cultivo 

heterotrófico e no trato digestivo de Litopenaeus vannamei; 

- Caracterizar e identificar os isolados a partir do sequenciamento parcial do gene rRNA 16S e 

trechos intergênicos, com o auxílio da técnica BOX PCR; 

- Analisar morfologicamente e bioquimicamente as cepas de Shewanella algae, bactéria 

candidata a probiótico; 

- Determinar os antibióticos eficazes contra as cepas candidatas selecionadas; 
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- Testar a capacidade de produção de biofilme bacteriano com as cepas S.111 e S.252; 

- Estabelecer as relações filogenéticas entre as cepas estudadas e o gênero Shewanella; 

- Detalhar as características, potencialidades e condições de produção de cepas candidatas de 

S. algae.   
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 SITUAÇÃO DA CARCINICULTURA MUNDIAL 

A Organização das Nações Unidas para Alimento e Agricultura (FAO, 2014) afirma 

que a aquicultura será a atividade do setor primário da economia mundial que obterá o maior 

crescimento nos próximos trinta anos. Este fato deve-se principalmente pela limitação dos 

estoques naturais de pescado, do domínio tecnológico para produção e cultivo de espécies 

marinhas, além da crescente demanda por alimentos com elevados teores proteicos (ROCHA, 

2013) (figura 1).  

A carcinicultura, vertente da aquicultura, é uma atividade que tem crescido 

consideravelmente nas últimas décadas, onde, no cenário mundial apresentou um crescimento 

exponencial alcançando a produção de 3.930.059t no ano de 2011 superando a produção por 

extrativismo de 3.288.467t/ano (FAO, 2014). Neste contexto, os países com maiores 

produções são a China, Tailândia, Vietnã, Indonésia, Índia, Bangladesh e Filipinas do 

continente asiático, responsáveis por 85,91 % da produção. Não obstante, o Equador, o 

México e o Brasil foram responsáveis por 13,76 % da produção mundial em 2011, em 

parceria com outros países do continente americano (ROCHA, 2013).  

 

Figura 1. Crescimento da produção aquícola mundial nas últimas cinco décadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: FAO, 2014.  
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2.2 EVOLUÇÃO DA CARCINICULTURA BRASILEIRA 

No final dos anos 90 a carcinicultura havia se tornado uma atividade importante e 

bastante rentável no ponto de vista econômico (BURGOS-HERNÁNDEZ et al., 2005), 

principalmente entre os anos de 1997 a 2003, no qual a atividade apresentou um incremento 

de 2.505,28 % (figura 2), traçando toda produção nacional entre 1997 até 2012.  

Contudo, a carcinicultura Brasileira, Chinesa, Tailandesa, Indiana, Vietnamita e 

Equatoriana foram abaladas, entre 2003 e 2004 pela ação antidumping promovida pela 

Aliança Sulista de Pescadores de Camarão (SSA) dos Estados Unidos. Essa diminuição na 

produtividade resultou na queda das exportações e, consequentemente, uma grande perda 

econômica. Além disto, doenças virais no cultivo, como a Mionecrose Infecciosa Muscular 

(IMNV) e a Síndrome da Mancha Branca (WSSV) atingiram respectivamente a região 

Nordeste e Sul (OSTRENSKY et al., 2007). Após o ocorrido, o camarão brasileiro foi 

perdendo espaço gradativamente no comércio mundial reduzindo as exportações deste 

produto de 58.455t/US$ 226,0 milhões em 2003 a 0,0t no ano de 2012. Desta forma, toda 

produção camaroeira de 2012 foi destinada ao mercado interno (ABCC, 2013). 

 

Figura 2.  Evolução da Carcinicultura Brasileira: 1997 a 2012. 

 

 

Fonte: ABCC, 2013. 

 

2.3 PANORAMA DA CARCINICULTURA NO NORDESTE 

Iniciada no estado do Rio Grande do Norte com o “Projeto Camarão”, a carcinicultura 

Brasileira, emergida nos anos 70, surgiu como opção à extração de sal no Estado (ABCC, 

2014). O cultivo, onde, inicialmente, predominava a espécie Marsupenaeus japonicus logo 

cedeu espaço aos estudos com espécies nativas, como Litopenaeus schmitti, Farfantepenaeus 
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subtilis, F. brasiliensis e F. paulensis. Nos anos 90, com a evolução da produção do L. 

vannamei no Equador, o Brasil adotou a espécie e a atividade chegou ao atual estágio de 

desenvolvimento. Em pouco tempo, o L. vannamei, também conhecido como camarão branco 

do Pacífico ou camarão marinho, se destacou por apresentar características favoráveis ao seu 

cultivo (OSTRENSKY & BARBIERI, 2002).  

Apesar de o Brasil dispor de condições climáticas, hidrobiológicas e topográficas 

favoráveis em toda a extensão de sua costa, o desenvolvimento da carcinicultura marinha está 

concentrado na região Nordeste que responde por cerca de 90 % da produção nacional. O 

litoral do Estado de Pernambuco possui clima tropical e um ecossistema produtivo (MANSO, 

2003), o que possibilitou o desenvolvimento de uma carcinicultura rentável e promissora, com 

produção do L. vannamei que abrange 21 municípios distribuídos numa faixa de 187 Km, 

estendendo-se desde o município de Goiana, ao norte, até o município de São José da Coroa 

Grande, ao sul. No ranking brasileiro, Pernambuco assume atualmente a quarta posição em 

produção, possuindo 155 fazendas produtoras (10 % da produção nacional). Apresenta ainda, 

uma área cultivável de 1.567Ha (7 %), com produção de 4.309t (6,2 %) (ABCC; Ministério da 

Pesca e Aquicultura e Governo Federal. 2013). 

 

2.4 LITOPENAEUS VANNAMEI (BOONE, 1931) 

O L. vannamei (figura 3) é um crustáceo da ordem Decápoda, da família Penaeida, 

espécie endêmica do oceano Pacífico, sendo encontrada de Sonora (México) até Tumbes 

(norte do Peru). Com preferência por fundos lamosos, a espécie é normalmente encontrada no 

infralitoral com profundidades de até 72 metros. Naturalmente cresce até 23 cm de 

comprimento e apresenta hábito alimentar onívoro (BARBIERI & OSTRENSKY, 2001).  

Figura 3. Camarão branco Litopenaeus vannamei. 

 

 

 

 

Fonte: LOEBMANN et al., 2010. 

O L. vannamei é amplamente cultivado em várias partes do mundo (figura 4) e seu 

excelente desempenho em cultivo, com rápido crescimento, boa taxa de sobrevivência em 
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cultivo de alta densidade e alta tolerância a doenças, deve-se, em parte, a sua fácil adaptação a 

condições físico-químicas adversas em cultivos (LIU et al., 2017; LOEBMANN et al. 2010). 

Dentre as condições suportadas destacam-se variações na temperatura e salinidade, se 

desenvolvendo muito bem em uma salinidade entre 15 e 30 % e temperaturas entre 23 e 30 

°C, além de sua taxa regular de crescimento (SANTOS, 2009).  

Figura 4. Principais países produtores de Penaeus vannamei. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: FAO, 2018. 

 

Quanto à aceitação comercial da espécie que garante o custeio de todo o ciclo 

produtivo, o L. vannamei é significativamente preferido dentre as demais espécies no mercado 

nacional e internacional, com forte demanda compradora (SÁ, 2003). Sua produção tem 

crescido consideravelmente nas últimas décadas e apresentou uma produção mundial de 

2.300.000t em 2007 (FAO, 2014) (figura 5).  

Figura 5. Produção mundial de Penaeus vannamei em toneladas nas últimas décadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: FAO, 2018. 
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2.5 TÉCNICAS DE CULTIVO E IMPACTO AMBIENTAL 

Dentre as técnicas de crescimento utilizadas atualmente na aquicultura, estão presentes 

as técnicas: extensiva, semi-intensiva, intensiva e super-intensiva, com baixa densidade de 

povoamento, média, alta e muito alta respectivamente. O tipo de técnica escolhida irá 

depender da estratégia de produção que o aquicultor decida adotar, levando-se em 

consideração variáveis, como custo de produção, impacto ambiental e viabilidade econômica.  

A técnica extensiva, frequentemente utilizada em países latino-americanos, 

caracteriza-se pela implantação de fazendas de criação de L. vannamei em regiões entre marés 

sem ventilação ou bombeamento de água. Destacam-se também pela baixa densidade de 

camarões, alimentação natural acrescida de ração de baixo teor proteico, uma vez por dia, e 

densidade de 4-10 pl/m
2
 (FAO, 2014). Na técnica de cultivo semi-intensiva ocorre renovação 

da água e baixa ventilação artificial. A alimentação dos camarões é realizada por adubação 

dos viveiros, oferta de ração peletizada três vezes por dia e densidade entre 10-30 pl/m
2 

(FAO, 

2014).   

A técnica intensiva é geralmente localizada distante de regiões litorâneas. O cultivo é 

realizado com densidades altas, em torno de 60 a 300 pl/m
2
, exigindo grande aeração artificial 

devido à densidade de povoamento. A técnica baseia-se no desenvolvimento de bactérias 

heterotróficas e formação de bioflocos. Nesta, a relação entre Carbono e Nitrogênio (C:N) é 

monitorada a fim de manter a proporção 10:1 favorecendo o desenvolvimento bacteriano. Já a 

super-intensiva desenvolve-se em estufas sem troca de água, apenas reposição da evaporação 

(figura 6). Tanto a técnica intensiva quanto a super-intensiva caracterizam-se pelo baixo 

impacto ambiental, por serem bio-seguras, sustentáveis, além do desenvolvimento de 

camarões de alta qualidade (FAO, 2014). 

 

Figura 6. Cultivo Super-intensivo de Camarões em meio aos Bioflocos (BFT). 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Biblioteca Setorial de Pós-Graduação em Oceanografia (2015). 
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Tradicionalmente, o cultivo extensivo de camarão demanda elevados volumes de água 

para renovação, sendo necessárias entre 39 e 199 toneladas de água para produção de 1 quilo 

de camarão em viveiro de engorda (ARANTES, 2007; HOPKINS & VILLALÓN, 1992). 

Ademais, toda água saturada de matéria orgânica é eliminada, sem nenhum tipo de 

remediação, diretamente nos rios, alterando o equilíbrio do ecossistema (ARANTES, 2007; 

HOPKINS et al, 1995; BAIRD, et al, 1996). 

Por sua vez, o cultivo intensivo heterotrófico, trabalha utilizando pouca ou nenhuma 

renovação de água, que é possível graças às bactérias heterotróficas do cultivo que mantém a 

qualidade da água e o equilíbrio do sistema (BOYD & CLAY, 2002; MORIARTY et al., 

2005).  

 

2.6 SISTEMA AUTOTRÓFICO E HETEROTRÓFICO  

O cultivo autotrófico ainda é o mais utilizado entre os produtores brasileiros. Este 

consiste na utilização de baixas densidades de estocagem de camarões, sistema com trocas 

frequentes a fim de estabilizar a concentração de algas no cultivo, e a utilização de rações com 

elevados teores de proteínas (GROSS et al., 2003). No entanto, este sistema tem sido 

responsabilizado, pelas organizações ambientais, por promover a deterioração dos 

ecossistemas costeiros, além de perdas econômicas decorrentes de sua auto-poluição 

(SAMOCHA et al., 2007). Adicionalmente, muitas das doenças são originadas em complexos 

de fazendas que utilizam sistemas de cultivos extensivos e compartilham efluentes 

contaminados (KAUTSKY et al. 2000).  

Apontado como alternativa ao sistema intensivo tradicional, o sistema heterotrófico 

tem ganhado a atenção dos pesquisadores por se destacar como o mais vantajoso em termos 

econômicos e sociais, por sua maior rentabilidade por área e maior necessidade de mão-de-

obra (EMERENCIANO et al., 2013). A importância ambiental e econômica que o sistema 

heterotrófico oferece se dá, principalmente, pelo reaproveitamento da água do cultivo, 

evitando as trocas frequentes de água e o despejo desta no meio ambiente sem o pré-

tratamento necessário e dispendioso para a indústria (GULDHE et al., 2017). Além disto, o 

sistema heterotrófico reduz o uso de produtos químicos, comparado a outros modelos de 

cultivo (MORIARTY et al., 2005). Este tipo de sistema favorece o cultivo tanto de espécies 

dulciaquícolas quanto de espécies halofílicas. Espécies como Penaeus monodon e 

Litopenaeus vannamei, camarões de água salgada, são amplamente estudadas e cultivadas em 

sistema heterotrófico. 

O desenvolvimento do meio heterotrófico também pode ser obtido através de 

probióticos, baseando-se no princípio da exclusão competitiva, na qual bactérias patógenas 
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são substituídas por um suplemento simples ou uma cultura mista de bactérias selecionadas 

(GULLIAN et al., 2004). No decorrer dos anos, vários trabalhos atestam o potencial das 

bactérias probióticas quanto ao controle de patógenos e melhoria no sistema heterotrófico, 

como exemplo o Bacillus spp., eficiente no cultivo de diferentes espécies de crustáceos como 

Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei, Branchinella thailandensis e Homarus gammarus 

(PURIVIROJKUL et al., 2013), além do Farfantepenaeus brasiliensis, atuando na diminuição 

de Víbrios no cultivo (SOUZA et al., 2012). 

Em sistemas de altas densidades de estocagem (>60cam/m
2
), no qual a alta biomassa de 

produção acelera a deterioração da água e do solo, a má manutenção da qualidade da água, 

instabilidade dos parâmetros físicos e químicos, desiquilíbrio iônico ou carência de íons 

essenciais, instabilidade da ecologia microbiana e alimentação de baixa qualidade, são os 

principais gatilhos para o aparecimento de doenças e para o mau rendimento zootécnico dos 

cultivos. Ainda, elevados níveis de radiação solar, muito comuns na região nordeste do Brasil, 

propíciam o desenvolvimento de organismos fototróficos, tornando difícil o estabelecimento 

de sistemas heterotróficos, mesmo quando administradas grandes quantidades de carbono ao 

sistema (BURFORD et al., 2004). 

Nesse contexto, uma alternativa é o cultivo em sistema mixotrófico. A técnica consiste 

de um manejo equilibrado entre as comunidades de fitoplancton e de bactérias heterotróficas. 

O sistema mixotrófico pode ser dividido em três fases: a fase de fitoplâncton; a fase 

fitoplanctônica-probiótica e a fase probiótica. O objetivo é aproveitar os processos 

fototróficos e heterotróficos trabalhando em conjunto e mantendo ativas suspensões de 

partículas de biofloco na coluna de água através de aeração contínua. Isto, por sua vez, 

permite uma troca de água mínima ou nenhuma, levando a estabilização do sistema e 

reciclagem efetiva de nutrientes (AVNIMELECH, 2012; HUDA et al., 2013; JU; FORSTER; 

DOMINY, 2009; RAY; DILLON;  LOTZ, 2011; WASIELESKY et al., 2006).  

Os principais grupos de algas presentes inicialmente em sistema de biofloco são as 

diatomáceas, euglenophitas, cianobactérias e clorófitas, enquanto os dinoflagelados são 

notáveis apenas no período inicial. As microalgas desempenham um papel fundamental na 

dinâmica dos sistemas de aquicultura em biofloco. Alguns grupos de fitoplâncton, como 

diatomáceas, são desejados por seu alto valor nutricional e contribuição para a qualidade da 

água. Outros grupos, como cianobactérias, são indesejáveis devido ao baixo valor nutricional 

e à capacidade de produzir toxinas. Assim, o monitoramento da estrutura e sucessão da 

comunidade de fitoplâncton é fundamental para o gerenciamento de sistemas de biofloco 

(LLARIO et al., 2018). Ademais, Llario et al (2018) observaram um claro domínio das 

diatomáceas ao longo dos cinco meses que incluíram um cultivo completo em sistema de 
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biofloco. A sucessão do sistema autotrófico pelo sistema de biofloco heterotrófico é 

observada a partir da redução na produção primária líquida. A intensidade da luz 

desempenhou um papel fundamental na determinação da composição e abundância do 

fitoplâncton (LLARIO et al, 2018).   

 

2.7 BACTÉRIAS HETEROTRÓFICAS 

Em cultivos autotróficos ocorre uma diminuição dos níveis de oxigênio dissolvido 

(ARANTES, 2007; BROWDY et al., 1993) e acúmulo de compostos nitrogenados, como o 

nitrito (NO
-
2) e a amônia (NH3) (ARANTES, 2007; WICKINS, 1976), o que implica na 

diminuição da qualidade da água nos viveiros. No entanto, em sistemas intensivos, as 

bactérias heterotróficas podem atuar na diminuição dos compostos nitrogenados presentes, 

incorporando-os na formação de uma biomassa rica em proteínas, além da mineralização 

destes resíduos tóxicos (ARANTES, 2007; FUHRMAN et al., 1988; WHEELER & 

KIRCHMAN, 1986), permitindo que haja uma melhoria considerável no cultivo. Ademais, a 

formação de floculados bacterianos, segundo Burford et al. (2004), proporciona um alimento 

em potencial ao camarão. No cultivo, apenas 15 a 30 % da alimentação oferecida ao camarão 

é incorporada em sua biomassa, dessa forma estima-se que 53 a 77 % do incremento do peso 

dos camarões está relacionado a floculados bacterianos e outros alimentos naturais 

(ARANTES, 2007).  

O grupo das α, β, e γ-proteobactérias está relacionado com a oxidação da amônia a 

nitrato via nitrito (nitrificação) e seguido pela desnitrificação, que reduz o nitrato a nitrogênio 

gasoso, vias redutoras do nível de amônia nos tanques de cultivo. As subclasses b, e g-, da 

classe Proteobacteria, contém a maior parte das espécies de bactérias nitrificantes, 

destacando-se os gêneros Nitrosomonas, Nitrosococcus e Nitrospira (OLIVEIRA et al., 2006; 

BOTHE et al. 2000). Proteobacterias são comumente identificadas em cultivos intensivos 

heterotróficos como foi constatado por Li et al (2007), onde também observaram uma 

frequência de 24,6 % de Proteobactérias, sendo pertencentes aos gêneros Shewanella sp., 

Pantoea sp. Aranicola sp., Pseudomonas sp. e Vibrio sp.  

Bactérias Vibrioláceas e outros gêneros bacterianos, como Aeromonas, Pseudomonas, 

Pseudoalteromonas, Bacillus, Shewnella são normalmente encontrados desempenhando papel 

importante na manutenção do equilíbrio no cultivo. Por outro lado, bactérias do gênero Vibrio 

fazem parte da microbiota natural do camarão e são consideradas os principais patógenos 

bacterianos causando perda de produção especialmente na larvicultura e engorda (COSTA, 

2006). As principais espécies deste gênero, que apresentam risco ao cultivo, são Vibrio 
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vulnificus, V. alginolyticus, V. campbellii, V. splendidus, V. damsela, V. parahameolyticus e 

V. harveyi (COSTA, 2006; LIGHTNER, 1996). Frequentemente as espécies Vibrio harveyi, 

Vibrio anguillarum, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus estão associadas à 

mortalidade (GULLIAN et al., 2004). 

No entanto, Dantas et al. (2009) afirmam que a utilização do Bacillus spp., como 

probiótico, pode influenciar na resistência do camarão, quando submetido ao V. harveyi. 

Estudos realizados por Far et al. (2009) com o L. vannamei, também relatam aumento da taxa 

de sobrevivência e rendimento. Resultados semelhantes foram observados com a utilização de 

Shewanella algae com resposta antimicrobiana em várias temperaturas e pH contra os V. 

parahaemolyticus e V. alginolyticus, além do antagonismo frente ao Vibrio harveyi 

(SHAKIBAZADEH et al., 2008; SHAKIBAZADEH et al., 2012). 

 

2.8 IMPORTÂNCIA DAS BACTÉRIAS NO CULTIVO  

Os microrganismos que compõem o alimento natural no ambiente de viveiro 

desempenham papel preponderante no processo de alimentação dos camarões. Por se tratarem 

de animais com hábito alimentar onívoro, os camarões são extremamente dependentes do 

alimento natural (MORIARTY, 1997). Microrganismos, como plânctons, bactérias e algas são 

de grande importância para os sistemas aquícolas, particularmente com respeito à 

produtividade primária, ciclagem dos nutrientes, nutrição dos animais cultivados, qualidade 

da água, controle de doenças e do impacto dos efluentes ao meio ambiente (MONTOYA & 

VELASCO, 2000). Segundo Burford et al. (2004), mais de 29 % do alimento consumido por 

L. vannamei pode ser proveniente do floco bacteriano presente no meio heterotrófico.  

Partículas floculadas possuem elevados níveis de proteínas, aminoácidos e outros 

elementos alimentares essenciais, em níveis satisfatórios (TACON et al., 2002; DECAMP et 

al., 2003; BURFORD et al., 2004). Contêm também vitaminas e minerais em bons níveis, 

sendo desnecessária a adição destes fatores de crescimento na ração, reduzindo, desta forma, 

até 30 % os custos destes insumos (CHAMBERLAIN et al., 2001b). Segundo Avnimelech 

(2006), uma alimentação baseada em microrganismos é de alta qualidade, no entanto, a 

utilização da proteína microbiana vai depender da habilidade do animal em capturar a bactéria 

e de digerir a proteína. Desse modo, o estudo da diversidade microbiológica dos viveiros de 

cultivo dos camarões, além de sua importância para o manejo adequado da qualidade da água, 

é indispensável para a nutrição do camarão e sua produtividade. 

 

2.9 PROBIÓTICOS NA CARCINICULTURA 
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O termo Probiótico deriva do Latim e significa “pró-vida” e são microrganismos vivos 

(bactérias, leveduras e fungos) (BANERJEE & RAY, 2017), que também segundo a Food and 

Agriculture Organization (FAO) e World health organization (FAO/WHO) (2001) quando 

consumidos em condições adequadas conferem benefícios à saúde do hospedeiro pela modulação 

da microbiota intestinal (BALCÁZAR et al., 2006). Lilley e Stillwell (1965) descrevem-nos 

ainda, como substância secretada por microrganismos que estimula o crescimento de outros.  

No entanto, para Moriarty (1999) o termo probiótico tem sido definido como monocultura 

ou policultura de microrganismos, aplicados a nutrição animal, que afetam positivamente e 

melhoram a microflora endógena. Ademais, Newaj-Fyzul et al.  (2013) consideram probiótico 

como microrganismos administrados por via oral, promovendo benefícios à saúde, controle de 

patógenos, principalmente doenças bacterianas.  

A origem destes organismos é frequentemente do trato digestivo do animal hospedeiro e o 

seu modo de ação inclui adesão na mucosa do epitélio intestinal evitando a adesão de patógenos, 

atividade antagonista ou inibitória com a produção de bacteriocinas ou compostos 

antimicrobianos para inibir os patógenos, habilidade de produzir enzimas extracelulares que 

suplementam o estado nutricional do hospedeiro e competir pela absorção de ferro, para que os 

patógenos tenham deficiência deste composto e seu desenvolvimento seja prejudicado. 

Probióticos podem também melhorar o apetite e levar a um maior crescimento e melhor 

conversão alimentar (BANERJEE & RAY, 2017) (figura 7). 

 

Figura 7. Modo de ação dos Probióticos em camarão. 
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Tem-se observado que a utilização de probiótico é crescente (NAYAK, 2010). Ainda, 

seriam mais eficazes do que a ingestão de antibióticos (NIMRAT et al., 2012; NINAWE et al., 

2009), seja na produção bovina, saúde humana ou fazendas de cultivo de camarão (DANTAS et 

al., 2009), uma vez que o uso massivo de antibióticos pode ocasionar danos à saúde dos animais, à 

saúde pública e aumentar a pressão seletiva sobre os microrganismos, promovendo um aumento 

na resistência bacteriana (CARNEVALI et al., 2016; VERSCHUERE et al, 2000). 

A ocorrência de bactérias multirresistentes a antibióticos acentuam a busca por 

alternativas sustentáveis no cultivo (NIMRAT et al., 2012). Recentemente, como alternativa 

ao uso de antibióticos utilizados no controle de doenças, os probióticos têm atraído bastante 

atenção na aquicultura. Isto porque os probióticos não agem somente na melhoria da defesa 

do sistema do hospedeiro, mas também melhorando a qualidade da água, que é essencial ao 

cultivo, pois auxilia na redução dos níveis de amônia e nitrito na água (BANERJEE & RAY, 

2017). Li et al. (1997) afirmaram que a adição de probióticos no cultivo de camarão aumentou 

a qualidade da água e reduziu a concentração de material tóxico. Adicionalmente, como 

atestado por Nimrat et al. (2012), a utilização de culturas mistas de Bacillus ssp., como 

probióticos, promoveu significativa melhoria no crescimento e na sobrevivência das pós-

larvas do L. vannamei, aumento na concentração de bactérias não patogênicas e melhoria na 

qualidade da água aos níveis de pH, amônia e nitrito. 

Assim, os probióticos são uma alternativa ao uso de antimicrobianos, possibilitando a 

produção e comercialização de produtos seguros, saudáveis e com alto valor nutricional. 

Neste contexto, a bactéria Shewanella algae vem sendo proposta como candidata a probiótico, 

além de ser segura ao consumo humano, sem acarretar prejuízos tanto a consumidores quanto 

trabalhadores da indústria camaroeira (SHAKIBAZADEH et al., 2011). Contudo, na 

carcinicultura as etapas para seleção de probióticos bacterianos incluem coleta de informações 

sobre o cultivo, aquisição do potencial probiótico, avaliação da competência do futuro probiótico 

frente a bactérias patogênicas, avaliação da patogenicidade do próprio probiótico, avaliar os 

efeitos do potencial probiótico no hospedeiro e análise de viabilidade econômica (BALCÁZAR et 

al., 2006).  

 

2.10 SHEWANELLA ALGAE 

O Gênero Shewanella é um novo gênero, representante da classe das 

Gammaproteobactérias, ordem Alteromonales e família Shewanellaceae, compondo um 

grupo de bactérias gram-negativas, móveis, baciliforme, oxidase positiva, aeróbias não 

fermentativas e facultativas (KIM et al., 2007; BOWMAN, 2005; GAUTHIER et al., 1995; 

MACDONELL & COLWELL, 1985; VENKATESWARAN et al., 1999). Cepas de 
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Shewanella são também conhecidas como bactérias aquáticas, pois são comumente 

encontradas em ambiente marinho e sedimentos (HAN et al., 2016), mas também podem ser 

encontradas em ambientes aquáticos poluídos (XU et al., 2005), em ambientes com alta 

profundidade e abissais (XIAO et al., 2007), em amostras clinicas (BRINK et al., 1995), no 

trato digestivo de animais (KIM et al., 2011), associado a animais (SATOMI et al., 2006, 

2007; SHNIT-ORLAND et al., 2010), em fluidos de campos petrolíferos (SEMPLE & 

WESTLAKE, 1987) e minas de carvão (XU et al., 2005; SRAVAN KUMAR et al., 2010).  

Segundo Yoon et al. (2004), o gênero Shewanella também é amplamente conhecido 

por atuar em várias áreas como biorremediador (HAU & GRALNICK, 2007), por apresentar 

ação biorremediadora co-metabólica de poluentes orgânicos halogenados (PETROVSKIS et 

al., 1994), degradação de petróleo bruto (SEMPLE & WESTLAKE, 1987) e redução 

dissimilatória de manganês e óxidos de ferro (MYERS & NEALSON, 1988), urânio 

(LOVLEY & PHILLIPS, 1988) e outros compostos (PERRY et al, 1993.; KOSTKA et al., 

1996), além da biocatálise na geração de energia (HAU & GRALNICK, 2007). 

Shewanella putrefaciens Pdp11, isolada do muco da pele, saudável, do peixe cultivado 

Sparus aurata (CHABRILLÓN et al., 2005), demonstrou efeitos benéficos in vivo no cultivo 

de Solea Senegalensis (TAPIA-PANIAGUA et al., 2014). Estes autores também relataram 

que o probiótico foi capaz de colonizar o intestino dos animais cultivados, compondo a 

microbiota intestinal, aumentando o crescimento, desempenho e atividades digestivas 

enzimáticas em Juvenil de S. senegalensis (LOBO et al., 2017). Já o probiótico putativo 

Shewanella xiamenensis A-1, combinado a Aeromonas veronii A-7 e Bacillus subtilisstrains 

administrado oralmente em Ctenopharyngodon idella, a carpa-capim, reduziram 

consideravelmente a abundancia de bactérias patogênicas, como Pseudomonas e 

Flavobacterium no intestino dos animais cultivados (HAO et al., 2017). Os resultados obtidos 

sugeriram que a administração de probióticos orais pode melhorar positivamente a 

composição da comunidade microbiana intestinal na carpa-capim, fato associado à regulação 

imune nesses animais, além de poder diminuir potencialmente o risco de surtos de doenças 

durante o estágio de cultivo da carpa-capim (HAO et al., 2017). 

A espécie Shewanella algae caracteriza-se também por apresentar motilidade através 

de um flagelo polar, por ser halofílica e crescer entre 10 ºC a 40 ºC. Ademais, produz 

gelatinase, lipase e amilase, mas não ADNase, quitinase, ou alginase, além de possuírem 

conteúdo G+C 54 mol % presente no gene 16S rRNA (SIMIDU et al., 1990). A S. algae é 

comumente isolada do trato digestivo de animais marinhos, principalmente em ambientes de 

cultivo de peixes e crustáceos. Apresenta modo de ação favorável a sua aplicação como 

probiótico para carcinicultura e piscicultura, uma vez que suporta variações de pH (entre 2,0 e 



30 

 

7,0), tem habilidade de produzir enzimas extracelulares, e principalmente possui ação 

antagônica ao Vibrio harveyi (SHAKIBAZADEH et al., 2012; INTERAMINENSE et al., 

2018) e resposta antimicrobiana em ampla gama de temperatura e pH contra os V. 

parahaemolyticus e V. alginolyticus (SHAKIBAZADEH et al., 2008; KONISHI et al., 

2007b). 

A afirmação de que Shewanella ssp. é um gênero patogênico é controversa na 

literatura. Alguns autores corroboram com a ideia de que infecções por Shewanella spp. são 

um problema significativo à aquicultura e que este gênero é constituído por patógenos 

naturais (HU et al., 2016; QIN et al., 2014). Contudo, outros pesquisadores sugerem que essas 

bactérias estão agindo como patógenos oportunistas, ainda, poderiam causar sinais de doença 

ou mortalidade em peixes com imunidade reduzida (KOZINSKA & PEKALA, 2004; 

PEKALA et al., 2015).  

Em um estudo nenhum sinal clínico, em todas as amostras testadas, foi obtido quando 

peixes dourados foram infectados experimentalmente com Shewanella spp. por aplicação 

intramuscular (DECOSTERE et al., 1996). Em outro estudo, S. putrefaciens foi utilizada com 

sucesso como um probiótico contra o estresse em fazendas de peixes (CORDERO et al., 

2016). Por causa destes diferentes resultados, assumiu-se que a patogenicidade da bactéria 

pode depender de um isolado específico (JUNG-SCHROERS et al., 2017; PEKALA et al., 

2015; DECOSTERE et al., 1996).  

 

2.11 BIOFILME E BIOFLOCO 

Com o objetivo de compreender melhor as interações entre o probiótico bacteriano e o 

hospedeiro, o estudo da dinâmica de formação do biofilme e biofloco é extremamente 

pertinente. O biofilme bacteriano é uma estrutura resistente e sensível ao ambiente, 

apresentando estruturas tridimensionais constituídas de células bacterianas capazes de 

estabelecer uma comunicação através de sinalizações bioquímicas complexas (TEAL, 2008). 

Já o biofloco sãos as partículas suspensas na água, composto por microrganismos, 

responsáveis pela nutrição animal e qualidade da água de cultivo (LARA et al., 2017).  

Os biofilmes são formados pela aderência bacteriana à superfície e sucessivas interações 

com demais bactérias suportadas pela matriz extracelular, que é rica em polissacarídeos e 

outros componentes (WHITCHURCH et al., 2002; THORMANN et al., 2006). Estudos 

anteriores, referentes à formação de biofilme em Shewanella oneidensis, concluíram, a partir 

da quantificação de metabólitos, análise por PCR e FISH, que no biofilme ocorre uma 

estratificação de colônias bacterianas (TEAL et al, 2006; COLE et al, 2004; OKABE et al, 

1999). Estes trabalhos demonstraram que existe uma grande heterogeneidade no que diz 
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respeito à atividade celular e metabólica, consonante à redução da atividade e crescimento 

próximo do centro do biofilme, onde se espera que as células estejam limitadas 

nutricionalmente (TEAL et al, 2006; LEQUETTE & GREENBERG, 2005; MAJORS et al, 

2005; WERNER et al 2004; YOSHIDA et al, 2002). 

A comunidade bacteriana, presente na água e sedimento do cultivo, compondo o 

biofloco, interage intimamente acentuando os benefícios ao hospedeiro e reduzindo problemas 

no cultivo (MORIARTY et al., 2005). Isto porque, esta comunidade bacteriana age na 

promoção da qualidade da água do cultivo, promovendo um ambiente com maior 

biossegurança e também evita as altas taxas de troca de água (LARA et al., 2017).  

O processo de formação dos bioflocos envolve interações físicas, químicas e biológicas. 

A agregação do particulado orgânico inicia-se com a adição de fontes de carbono (melaço de 

cana-de-açúcar, dextrose, farelo de trigo e arroz, e outros) objetivando alterar a relação 

Carbono:Nitrogênio na água e excitando o crescimento das bactérias heterotróficas (figura 8). 

O desenvolvimento do sistema é possível quando a relação C:N é mantida próxima a 15-20:1. 

Todavia, o sistema necessita de grande aporte de oxigênio, possível pela alta aeração no 

cultivo, acrescida a fontes de carbono, matéria orgânica e outros materiais em suspensão na 

água. Por sua vez, surgem bactérias secretoras de muco, que contribuem para a agregação e 

formação dos flocos microbianos, além de protozoários ciliados e flagelados, microalgas, 

nematoides e rotíferos (WASIELESKY et al., 2013).   

 

Figura 8. Imagem de flocos microbianos obtida em viveiro de cultivo de camarões e em microscópio óptico 

(detalhe). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Revista Visão Agrícola, 2012. 
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Contudo, o sistema de biofloco precisa de monitoramento constante dos parâmetros de 

qualidade da água (JHA, 2011), sendo eles, pH, alcalinidade e concentração de CO2. Isto 

porque, ocorre uma queda nos níveis de alcalinidade e pH em função do aumento dos sólidos 

suspensos e, também, um incremento na concentração de CO2 dissolvido. Ao longo do cultivo 

os níveis de sólidos suspensos totais aumentam e a comunidade bacteriana heterotrófica passa 

a ser predominante. Isto pode promover uma atenuação das oscilações diárias nos valores de 

pH, visto que o processo de fotossíntese é prejudicado pela redução da luminosidade na 

coluna d’água e turbidez elevada. O nível de alcalinidade igual ou superior a 150mg CaCO3/L 

é considerado ideal por muito pesquisadores, no que se refere a produção de camarões 

marinhos. A manutenção da alcalinidade auxilia no processo de estabilização do pH, 

mantendo-o acima de 7, o que favorece o crescimento do camarão e do biofloco 

(WASIELESKY et al., 2013). 

O biofloco e seus microrganismos agem ainda, positivamente, na atividade das enzimas 

digestivas do animal cultivado, bem como favorecendo seu sistema imunológico e habilidade 

antioxidante, além de aumentar sua resistência contra patógenos (LIU et al., 2017). Foi 

observado por Xu e Pam (2013) que os animais se desenvolvem, aumentando 

consideravelmente de tamanho mesmo em alta densidade de estoque, com alta capacidade 

antioxidante (tabela 1). 

 

Tabela 1. Características principais dos sistemas de cultivo tradicional (semi-intensivo) com o sistema de flocos 

microbianos (BFT), em viveiros escavados. 

 

 

Fonte: Revista Visão Agrícola, 2012. 

 

 

Um dos fatores mais importantes no sistema de cultivo heterotrófico, baseado na 

produção de biofloco, é o ciclo do nitrogênio. Isto se explica pelo fato de que as 

concentrações de amônia começam a aumentar nos viveiros ou tanques e deve ser feita a 

fertilização orgânica para estimulação do crescimento de bactérias. Essas bactérias vão fazer 

com que o ciclo prossiga, transformando a amônia em nitrito e, posteriormente, em nitrato. 

Assim, a fertilização orgânica promove a redução dos níveis de amônia aproximando-os a 

valores nulos em 15 a 20 dias de cultivo. Ao passo que a amônia é transformada no sistema, 
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as concentrações de nitrito elevam-se, e, se as bactérias nitrificantes já estiverem estabelecidas 

no sistema, o nitrato começa a aparecer, chegando ao final do cultivo como a forma 

nitrogenada mais abundante (WASIELESKY et al., 2013). 

 

2.12 O GENE 16S rRNA E A IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE BACTÉRIAS 

 

O emprego de técnicas moleculares com a finalidade de solucionar problemas 

taxonômicos e filogenéticos promoveu uma verdadeira revolução aos métodos tradicionais 

entre as décadas de 80 e 90. A partir de então a resolução destes problemas bacteriológicos 

passou a ser sanado com o auxílio do gene 16S rRNA (WEISBURG et al., 1991). Estes 

trechos são bem conservados em bactérias e, portanto, têm sido o fundamento para a revisão 

das inter-relações entre espécies, gêneros ou até mesmo famílias (OLSEN et al., 1994). 

Vários fatores tornam os genes ribossomais aptos à utilização em estudos 

filogenéticos, como o fato de estarem presentes em todos os organismos vivos, possuírem 

estruturas secundárias altamente conservadas, abundância nas células, serem facilmente 

identificados, além de diferenças nas sequências gênicas que evoluem em taxas diferentes 

(WHITMAN et al, 2012; VANDAMME et al, 1996; WOESE, 1987; 1990).   

Os genes que codificam para RNAs ribossômicos são essenciais para a sobrevivência 

de todos os organismos, uma vez que ocorre nas organelas responsáveis pela síntese proteica. 

A sequência destes genes corresponde a regiões altamente conservadas (AMANN et al., 

1995). Desta forma, estudos têm utilizado o sequenciamento total ou parcial dos genes 16S 

rRNA e 23S rRNA, bem como regiões intergênicas (IGS), para estudos de filogenia 

(GURTLER & STANISH, 1996).  

O ribossomo procarioto em Escherichia coli tem um tamanho de 70S e 

aproximadamente dois terços dele consiste de rRNA e o restante de proteínas ribossômicas. 

Assim, as subunidades 50S (contêm o rRNA 16S) e 30S (contêm os rRNAs 5S e 23S) 

combinadas originam a estrutura 70S (FIGUEIREDO et al., 2010). Contudo, em alguns casos, 

como nos gêneros Bradyrhizobium (GERMANO et al., 2006; MENNA et al., 2006) e 

Burkholderia (COENEY et al., 2001) variações no gene 16S rRNA são muito baixas, o que 

torna difícil a identificação precisa ao nível de espécie. A isto, adiciona-se o fato de que em 

procariotos ocorre frequentemente o fenômeno conhecido como transferência horizontal de 

genes, gerando genomas extremamente dinâmicos (FIGUEIREDO et al., 2010; GEVERS et 

al., 2005).  

Com a necessidade da identificação rápida e eficiente das bactérias presentes na 

carcinicultura, a técnica citogenética de hibridização fluorescente in situ (FISH) utiliza sondas 
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de DNA marcadas com fluorescência, e mostra-se eficaz na identificação e enumeração 

específicas de bactérias, dispondo-se como uma ferramenta poderosa, tanto para cultura mista 

quanto ambiental, combinando microscopia e discriminação filogenética molecular (SALSA 

et al, 2010). Esta técnica apresenta uma grande vantagem que é a ausência da necessidade de 

cultura bacteriana, uma vez que o procedimento é realizado com material fresco (WAAR et 

al, 2005). 

 

2.13 FILOGENIA E BIOINFORMÁTICA APLICADA À BACTERIOLOGIA 

 

 2.13.1 Filogenia 

 

Inicialmente usada para elucidar relações hierárquicas, a filogenética se expandiu, 

sendo hoje utilizada para diferentes propósitos, como criar novos grupos taxonômicos, 

reconstruir filogenias de organismos com representantes de diferentes áreas geográficas 

(Biogeografia histórica), investigar a evolução de espécies que interagem entre si 

(hospedeiros e parasitas ou simbiontes) e compreender melhor a dinâmica populacional 

(AVISE et al., 1998; SCHNEIDER et al., 2007).  

Contudo, os métodos filogenéticos comumente utilizados não contam com 

hibridizações ou transferências genéticas horizontais por intermédio de vetores microbianos, 

evento muito comum em bactérias, uma vez que a especiação é completa (STEARNS & 

HOEKSTRA, 2003). Assim, dentre os principais obstáculos referentes aos estudos 

filogenéticos estão as taxas desiguais de evolução e a evolução convergente. No entanto, estes 

problemas vêm sendo minimizados a partir de análises especializadas e personalizadas para 

cada caso (FUTUYMA, 2003).  

Alguns dos papéis cruciais da sistemática são classificar e descrever a história 

evolutiva dos organismos estudados. Segundo a hierarquia Lineliana, estes organismos são 

classificados de acordo com sua espécie, gênero, família, ordem, classe, filo e reino. Estas 

categorias taxonômicas denominadas de táxons (FUTUYMA, 2003), também podem ser 

descritas como OTUs (Operational Taxonomic Units) que, graficamente, em uma árvore 

filogenética, correspondem aos pontos (nós) ligados por linhas (ramos). 

As árvores filogenéticas podem ser construídas a partir de caracteres discretos, 

qualitativos (métodos de parcimônia e verossimilhança), como também por dados 

quantitativos (métodos de distância), podendo ou não ser enraizado. Contudo, o enraizamento 

permite a aplicação de conceitos de traços ancestrais ou plesiomorficos e traços derivados ou 

apomórficos (STEARNS & HOEKSTRA, 2003).  
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Para realizar uma reconstrução filogenética, as sequências, primeiramente, têm de 

apresentar ancestralidade em comum, homologia. Dentre os três tipos de homologia, a 

ortologia é observada quando as sequências têm um único e mesmo ancestral comum. Por 

outro lado, na paralogia origina-se de uma duplicação gênica e a xenologia quando se 

originam por incursão lateral (ou horizontal). Porém, apenas sequências ortólogas poderão 

fornecer informações filogenéticas dos organismos. 

 

2.13.2 Bioinformática 

 

O conceito de bioinformática pode ser sintetizado como a utilização de técnicas 

advindas da matemática, estatística e computação para a análise de problemas de biologia. A 

biologia computacional é tradicionalmente concentrada em duas questões básicas: Onde estão 

os genes e quais são suas funções? Na verdade, estas perguntas podem ser entendidas como 

uma tentativa de reproduzir in silico a maquinaria genético-molecular da célula (HAUBOLD 

& WIEHE, 2006). 

A partir do crescimento e popularização do sequenciamento de DNA de genes até 

genomas foi necessário uma evolução conjunta dos bancos de dados genômicos.  Atualmente 

existem diversos bancos de dados públicos disponíveis para pesquisa, dentre eles o GenBank 

(banco americano de DNA e proteínas), EBI (Banco de dados europeu de sequências de 

DNA), DDBJ (Bando japonês de DNA), PDB (Banco de dados oficial do genoma humano), 

TIGR Databases (Banco de dados de diversos organismos), PIR (Banco de proteínas 

anotadas), SWISS-PROT (Banco de dados de proteínas), INTERPRO (Banco de dados de 

proteínas) e KEGG (Banco de dados genômicos e relações com vias metabólicas) 

(PROSDOCIMI, et al. 2002). 

Com o advento da técnica de Sanger (1980) o sequenciamento de trechos de DNA 

começou a popularizar-se no meio acadêmico.  A técnica consiste da adição de 

didesoxirribonucleotídeos, que param o crescimento dos fragmentos de DNA na replicação. 

Posteriormente outras técnicas como o Pirosequenciamento, desenvolvido pela Roche 

Applied Sciences, apostam na captura de emissões de luz causadas pela enzima luciferase. 

Esta enzima, por sua vez, encontra-se acoplada à amplificação previamente fragmentada e 

aderida a microesferas, utilizando sequências adaptadoras (MARGULIES, et al. 2005). 

O alinhamento de sequências possui várias aplicações na bioinformática, esta operação 

é considerada uma das mais importantes na área. Um alinhamento múltiplo é uma hipótese de 

homologia posicional entre bases ou aminoácidos de genes ou proteínas de duas ou mais 

espécies. Existem dois tipos de alinhamento, o global, na qual as sequências são alinhadas de 
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um extremo a outro do alinhamento originando apenas um resultado, e o local, na qual se 

procura alinhar as regiões mais conservadas independente da localização (PROSDOCIMI et 

al., 2002). 

Os métodos de distância, também conhecidos como métodos fenéticos, possuem 

diferenças entre duas sequências que são reduzidas a uma só variável. Neste caso, o número 

de diferenças não será relevante às suas relações filogenéticas (HAUBOLD & WIEHE, 2006). 

Existem diferentes modelos que podem ser utilizados para a construção de uma matriz de 

distância, como Distância P, Distância de Jukes-Cantor, Distância de Tajima e Nei, Distância 

Gama e muitos outros (PROSDOCIMI et al., 2002). A partir dessas matrizes pode ser 

reconstruída a árvore com os algoritmos UPGMA, Evolução Mínima e Neighbor-Joining 

(NJ), os mais conhecidos e utilizados em análises fenéticas (PROSDOCIMI et al., 2002). 

Partindo do princípio que a árvore é aditiva e ultramétrica, o método UPGMA assume 

que todos os táxons são igualmente distantes da raiz, embora seja improvável. Por esta e 

outras razões, o UPGMA é raramente utilizado atualmente. O método de Neighbor-Joining 

(NJ) é similar ao UPGMA na medida em que manipula uma matriz de distância, reduzindo 

seu tamanho a cada etapa e depois construindo a árvore baseada no conjunto de matrizes 

geradas. A principal diferença entre os dois métodos é que o NJ não forma agrupamentos, mas 

calcula diretamente as distâncias aos nós internos. Vale ressaltar que, ao contrário do 

UPGMA, o NJ não assume que todos os táxons são equidistantes da raiz (HAUBOLD & 

WIEHE, 2006). No método de ME, as medidas corretas das distâncias para múltiplos acessos 

nos mesmos locais são utilizadas. A topologia mostra o menor valor da soma de todos os 

ramos (S), que é escolhido como uma estimativa da árvore correta (TAMURA, et al. 2013). 

Também existem métodos cladísticos, baseados em algoritmos heurísticos, para 

avaliar relações filogenéticas. Dentre eles a Máxima Parcimônia parte do princípio de que a 

melhor hipótese para explicar um processo é aquela que requer o menor número de passos 

(PROSDOCIMI, et al. 2002). O método é baseado no princípio da homologia, ou seja, se dois 

táxons compartilham uma característica é porque essa foi herdada do último ancestral comum 

a ambos. Por sua vez, o método da Máxima Verossimilhança baseia-se na reconstrução 

filogenética através da busca por uma árvore que maximize a probabilidade dos dados 

observados. Portanto, encontrar a árvore mais verossímil envolve não somente a análise das 

topologias possíveis, mas também das variações de comprimento de ramos para cada 

topologia (HAUBOLD & WIEHE, 2006).  

A Inferência Bayesiana realiza uma análise de regressão baseada em probabilidades 

futuras, a partir de tendências identificadas. Esta apresenta várias vantagens comparadas a 

outros métodos filogenéticos de inferência, destacando-se pela fácil interpretação de 
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resultados, capacidade de incorporar a análise e informações prévias, além de algumas 

vantagens computacionais. Existem vários softwares capazes de realizar a Inferência 

Bayesiana, dentre os mais comuns pode-se destacar o PAUP e o MrBAYES, onde este último 

utiliza o Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para prever tendências nas arvores 

filogenéticas (HUELSENBECK & RONQUIST, 2001).  
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Microbiology Research, ISSN: 1996-0808, fator de impacto 0,9 e Qualis Capes B4.  
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Resumo 

No cultivo de Litopenaeus vannamei em sistema intensivo heterotrófico é crucial entender o 

papel dos microrganismos presentes no sistema, com o intuito de favorecer o desempenho de 

bactérias benéficas ao sistema e reduzir a concentração de bactérias patogênicas. Este trabalho 

teve como objetivo isolar e identificar microrganismos presentes na água e no trato digestivo 

do camarão L. vannamei cultivado em sistema heterotrófico. Foram isoladas 22 cepas 

bacterianas no meio TCBS. Os DNAs das cepas foram extraídos, quantificados e identificados 

através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e comparação ao GenBank – NCBI e 

RDP - Seqmath. Posteriormente, para o agrupamento, utilizaram-se os iniciadores REP, ERIC 

e BOX-PCR. Os amplicons apresentaram tamanho específico entre 325 a 438 pb. Foram 

submetidas 22 sequências e 10 apresentaram identidade com o GenBank. Todos os isolados 

identificados como gênero Vibrio, no GenBank ou no Seqmath, foram localizados apenas na 

água de cultivo. O agrupamento realizado com o REP, ERIC e BOX-PCR apresentou 

similaridade de 59 % distribuídos em quatro grupos. O sequenciamento parcial do gene 16S 

rRNA permitiu identificar gêneros como Bacillus, Vibrio e Shewanella.  

 

Palavras-chave: Vibrio; Bacillus; Shewanella; probiótico; 16S rRNA. 

 

Abstract  

In the cultivation of Litopenaeus vannamei in an intensive heterotrophic system it is crucial to 

understand the role of the microorganisms present in the system. In order to favor the 

performance beneficial bacteria to the system and reduce the concentration of pathogenic 

bacteria. This work aimed to isolate and identify microorganisms present in water and in the 

digestive tract of the shrimp L. vannamei cultured in heterotrophic system. 22 Bacterial 

strains were isolated on TCBS medium. The DNAs of the strains were extracted, quantified 

and identified by partial sequencing of the 16S rRNA and compared to GenBank - NCBI and 

RDP - Seqmath. Afterwards, the primers REP, ERIC and BOX-PCR were used for the 

grouping. The specific size of amplicons showed 325 to 438 bp. 22 sequences were “blasted” 

and 10 samples showed identity with GenBank. All isolates identified as Vibrio genus, in 

GenBank or Seqmath, were found growing only in the water. The grouping performed with 

the REP, ERIC and BOX-PCR showed similarity of 59% distributed into four groups. The 

partial sequencing of the 16S rRNA identified as Bacillus genera, Vibrio and Shewanella. It 

was suitable for identifying any of the isolates.  

  

Keywords: Vibrio; Bacillus; Shewanella; probiotic; 16S rRNA. 
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INTRODUÇÃO 

 

O sistema intensivo heterotrófico é um sistema fechado, onde não ocorre renovação de 

água, aplicação de probióticos e alta taxa de aeração e uso de rações com baixa concentração 

de proteínas, sendo, portanto, considerado o mais viável economicamente e também mais 

vantajoso ao meio ambiente (MORENO-FIGUEROA et al, 2018; BOYD & CLAY, 2002). 

Contudo, em razão da redução nas taxas de renovação de água, este sistema pode apresentar 

uma grande quantidade de compostos nitrogenados, como o nitrito (NO
-
2) e a amônia (NH3), 

devido à diminuição dos níveis de oxigênio dissolvido (ARANTES, 2007; WICKINS, 1976). 

No entanto, as bactérias heterotróficas, naturalmente encontradas no sistema, podem 

atuar na diminuição dos compostos nitrogenados presentes, que seriam incorporados por estes 

organismos gerando biomassa e mineralização destes resíduos tóxicos (ARANTES, 2007; 

FUHRMAN et al., 1988; WHEELER; KIRCHMAN, 1986). Adicionalmente, a formação de 

floculados bacterianos, segundo Burford et al. (2004), proporciona um alimento em potencial 

ao camarão, onde estes floculados, abundantemente nestes sistemas, podem contribuir 

substancialmente para nutrição do Litopenaeus vannamei, em até 53 % a 77 % do incremento 

do peso dos camarões (ARANTES, 2007). Estes microrganismos, que além das bactérias 

incluem-se também os plânctons e algas, são igualmente importantes para os sistemas 

aquícolas, pois também favorecem o controle de doenças e do impacto dos efluentes ao meio 

ambiente (LLARIO et al, 2018; MONTOYA & VELASCO, 2000). 

Neste cenário, é fundamental a identificação da microbiota presente no sistema para a 

compreensão das interações ecológicas dentro do cultivo. Para tanto, são utilizadas técnicas 

moleculares, como sequenciamento parcial ou total do gene 16S rRNA, região considerada 

conservada entre as bactérias, amplamente utilizadas para identificação de microrganismos. 

Esta técnica é responsável por grandes avanços na biologia molecular, pois permite a 

elucidação de uma quantidade favorável de informações para revelar, claramente, as relações 

filogenéticas entre as espécies (WEISBURG et al., 1991). Os estudos de filogenia também se 

beneficiaram pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), que permite a amplificação 

de sequências definidas do DNA (SAIKI et al., 1988), o que facilitou as análises da molécula 

do 16S rRNA (YANAGI & YAMASATO, 1993).  

A técnica do sequenciamento de genes, porém, exige um investimento inicial elevado 

e, desse modo, relações genéticas entre as estirpes têm sido investigadas com outras técnicas, 

como a utilização dos inicializadores ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 

Sequence) (HULTON; HIGGINS; SHARP, 1991), REP (Repetitive Extragenic Palindromic) 

(STERM et al., 1984) e BOX-PCR (BOX element) (MARTIN et al., 1992). Estas técnicas são 
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utilizadas por seu alto padrão polimórfico em bactérias para as devidas análises de 

grupamento descrito por Versalovic (1994).  

As informações obtidas sobre os microrganismos presentes no cultivo, a partir dos 

testes citados, são de grande relevância para o desenvolvimento do animal cultivado, para a 

redução dos custos empregados no sistema e para a diminuição do ônus ambiental resultante 

desta atividade. Portanto, este trabalho teve como objetivo isolar e identificar microrganismos 

presentes na água e no trato digestivo do camarão L. vannamei em sistema de cultivo 

heterotrófico, a fim de avaliar a diversidade genética de bactérias do cultivo em meio de 

cultura específico (TCBS).   

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Coleta das amostras e isolamento de bactérias 

 

As amostras de água do cultivo e do trato digestivo dos camarões marinhos L. 

vannamei foram coletadas em experimentos de cultivo heterotrófico realizado na Base de 

Piscicultura da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no qual se investigou o efeito da 

adição de melaço em diferentes relações C:N sobre a qualidade da água e desempenho de 

crescimento do camarão Litopenaeus vannamei, na fase berçário. Não foi utilizada renovação 

de água. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com três tratamentos e 

quatro réplicas.  

Dentre os três tratamentos, dois foram realizados com aplicação diária de melaço nas 

relações C:N 25:1 (25 M) e 15:1 (15 M), e um controle sem aplicação desta fonte de carbono. 

Doze tanques em fibra de vidro (800 L de volume útil) foram utilizados, abastecidos com 6,25 

pós-larvas/L (peso médio < 0,01 g), totalizando 5000 pós-larvas/tanque. A alimentação 

ofertada possuía ração comercial contendo 40 % de proteína bruta ofertada diariamente às 8, 

11, 14 e 17h, numa taxa de alimentação variando de 50 a 15 % da biomassa, do início ao final 

do cultivo.  

O isolamento das bactérias foi realizado no Laboratório de Biologia do Solo do 

Instituto Agronômico de Pernambuco – IPA. As amostras de água do cultivo e do trato 

digestivo dos camarões L. vannamei foram diluídas em 9 mL de solução salina (NaCl, 8,5 g 

L
-1

). A partir da diluição 10
-1

 foram realizadas diluições seriadas incubadas em placas de Petri 

contendo meio TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar) (KOBAYASHI, 1963) e 

em seguida incubadas em estufa bacteriológica a 28 °C, por 5 dias. Decorrido esse período, as 

colônias foram purificadas em meio TSA (Tryptic Soy Agar) (COSTA, 2006) e armazenadas 
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para ser realizada a identificação através de análise molecular. Para a caracterização 

molecular foram inoculadas 22 cepas em meio TCBS por 24 horas, de acordo com a seguinte 

identificação: colônias de 1 ao 17 (isoladas da água) e do 18 ao 22 (isoladas do intestino dos 

camarões).  

 

Extração e purificação do DNA  

 

A extração de DNA seguiu a metodologia de Grangel (2005). O DNA obtido foi 

quantificado por espectrofotometria. A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em 

gel de agarose 0,8 % em tampão TBE 1X pH 8,0, a 76V durante 1 h, com marcador de massa 

molecular conhecida (Low DNA mass Ladder – INVITROGEN), corado com Syber Gold 

(INVITROGEN), visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentado (Loccus L-PIX HE).  

 

Análise parcial do gene 16S rRNA 

 

Para amplificação do gene ribossomal 16S rRNA foram utilizados oligonucleotídeos 

universais para o domínio bactéria Y1 (5'-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3’) e Y2 

(5′- CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3′), segundo Young (1991). As reações 

foram realizadas para um volume de 25 µL, nas seguintes condições: 2,5 µL de tampão PCR 

10X, 1,2 µL de MgCl2 (1,5 mM), 0,5 µL dNTP (2 mM), 0,5 M de cada primer (10 µM), 0,4 

µL de Taq DNA polimerase (5U µL
-1

, INVITROGEN), 3 µL de DNA (10 ng/µL) e volume à 

completar 25 L com água ultrapura autoclavada. A amplificação em termociclador 

(BIOMETRA - Tgradient 96) foi: desnaturação inicial a 94 °C por 2 min.; 30 ciclos de 45 s a 

93
 
°C, 45 seg a 65 °C, 2 min. a 72 °C; seguida de extensão final de 3 min. a 72 °C. Os 

produtos da amplificação da PCR foram visualizados com marcador “100 pb DNA Ladder” 

(INVITROGEN) em gel de agarose 1,2 % (p/v) e purificados segundo a metodologia 

empregada por Lyra (2001).  

 

Análise de agrupamento 

 

Para a análise de agrupamento, dos isolados em meio TCBS, foram feitas as 

amplificações com os primers REP (1R-I 5'IIICGICGICATCIGGC 3' e 2R 5' 

ICGICTTATGIGGCCTAC 3'), ERIC (1R 5' ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3' e 2R 

5'AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3') e BOX (A1R 

5'CTACGCCAAGGCGACGCCTGACG3'), para as devidas análises de grupamento 
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(VERSALOVIC et al., 1994). As reações foram realizadas em volumes de 25 µL por reação. 

Cada mistura de reação continha 2,5 µL de tampão 10X PCR, 1,2 µL de MgCl2 (50mM), 0,5 

µL de dNTP mix (10mM), 2 µL de primer (10 µM), 0,4 µL de Taq DNA polimerase (5U mL
-

1
, INVITROGEN), 2 µL de DNA molde (10 ng/µL) e fez-se o volume final de 25 µL 

utilizando água ultrapura autoclavada.  

As amplificações foram realizadas em termociclador (BIOMETRA - Tgradient 96) nas 

seguintes condições: ciclo inicial a 95 °C por 7 min para ERIC e BOX e 6 min para primer 

REP; 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 1 min para os primers REP, ERIC e BOX; 

anelamento a 65, 52, e 55 ° C por 1 min com os primers REP, ERIC e BOX, respectivamente; 

e extensão a 65 °C por 8 min com ERIC e REP, 72 °C com BOX; ciclo final a 65 °C, 68 °C e 

72°C, respectivamente REP, ERIC e BOX a 16 min.  

O amplificado foi visualizado em gel de agarose a 1,5 %, com o auxílio do 100pb 

ladder (Invitrogen) na avaliação do tamanho dos fragmentos. Os isolados foram agrupados 

pelo método das médias das distâncias (BUSSABE et al., 1990) construída através do 

programa UPGMA (“Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean”), utilizando o 

coeficiente de Jaccard, e representados graficamente por um dendograma (NTSYS-pc, versão 

1.8, Exeter Software, USA).  

 

Sequenciamento e análise das sequências 

 

Para o sequenciamento da região do DNA que codifica o gene 16S rRNA, os 

produtos purificados de PCR de cada bactéria foram determinados em um sequenciador 

ABI PRISM 377 da Applied Biosystems pertencente ao laboratório de sequenciamento 

de DNA do CENAGEM/EMBRAPA - Brasília. O Kit de sequenciamento utilizado foi o 

“Big Dye Terminador” (Applied Biosystems). 

As sequências foram avaliadas levando em consideração o tamanho (≥250 pb), 

editadas e submetidas ao GenBank, National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

utilizando a ferramenta BLASTn (ALTSCHUL, 1997), disponível online no web site 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Ainda, as sequências submetidas foram selecionadas segundo o 

“Score” > 120 e “eValue” < -10. As sequências foram submetidas à análise pelo programa 

Seqmatch - disponível no site RDP (Ribosomal Database Project - http://rdp.cme.msu.edu). O 

alinhamento foi realizado com o auxílio do programa Mega4 (TAMURA et al., 2007), 

utilizando-se a matriz ClustalW (1.6) (THOMPSON et al., 1994). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os amplicons apresentaram tamanho específico entre 325 a 438 pb, equivalente ao 

trecho entre os nucleotídeos 20 a 361 do gene rrsB de Escherichia coli. Foram sequenciados 

22 isolados com os primers Y1 (Forward) e Y2 (Reverse), num total de 44 fragmentos 

parciais do gene 16S rRNA. Após sequenciamento, o BLASTn apontou acessos com tamanho 

≥ 250 e PHRED ≥ 30 (Tabela 1).  

Dentre os isolados bacterianos enquadrados nesta análise, as bactérias 1TCBS, 

2TCBS, 3TCBS, 4TCBS, 5TCBS, 6TCBS, 8TCBS, 9TCBS, 10TCBS, 12TCBS, 15TCBS, 

16TCBS, 17TCBS, 18TCBS, 19TCBS e 21TCBS foram comparadas aos bancos de dados 

GenBank (NCBI – Blastn) e RDP (Seqmath). O NCBI – Blastn aponta homologia como: 

6TCBS – Bacillus subtilis, 8TCBS – Vibrio sp., o 10TCBS – Vibrio parahaemolyticus, 

9TCBS - 12TCBS - Vibrio sp., 16TCBS – Vibrio alginolyticus, 17TCBS -Vibrio sp., 18TCBS 

- Shewanella sp. e 21TCBS – Shewanella algae, estes referentes a acessos de maior 

pontuação (Tabela 1).  

Os resultados obtidos através do programa online RDP - seqmath: isolados 12TCBS e 

21TCBS foram identificados como Proteobacteria; isolados 3TCBS, 8TCBS, 10TCBS, 

16TCBS e 17TCBS apresentaram identidade com Vibrio sp.; O 6TCBS foi identificado como 

Bacillus sp. e o 18TCBS como Shewanella sp.. Todos os isolados identificados como gênero 

Vibrio, no GenBank ou no Seqmath, foram localizados na água de cultivo. Nenhum víbrio foi 

identificado no trato digestivo dos camarões.  

 
Tabela 1: Cepas identificadas a partir de inferências ao GenBank (NCBI-BLASTn). 

Isolados 
Organismo mais 

relacionado 
Score Valor E 

Identidade 

% 

Tamanho do 

Fragmento 

Acesso 

GenBank 

3TCBS* Bactéria desconhecida 504 2,00E-139 98 426 FN823361.1 

6TCBS* Bacillus subtilis 390 2,00E-105 92 353 EU871706.1 

8TCBS* Vibrio sp. 480 6,00E-123 97 438 AJ316191.1 

9TCBS* Bactéria Vibrionaceae 444 1,00E-121 95 320 FJ178084.1 

10TCBS* Vibrio parahaemolyticus 356 5,00E-95 89 370 AF388390.1 

12TCBS* Vibrio sp. 282 8,00E-73 84 346 FJ357678.1 

16TCBS* Vibrio alginolyticus 416 6,00E-113 94 368 EF542800.1 

17TCBS* Vibrio sp. 508 1,00E-140 96 325 EU413955.1 

18TCBS** Shewanella sp. 443 4,00E-121 94 328 EU252498.1 

21TCBS** Shewanella algae 284 3,00E-73 84 385 FJ969269.1 
*Isolados presentes na água do cultivo e ** isolados do trato digestivo do camarão. 

 

Os resultados obtidos através da análise de agrupamento realizado com os primers 

REP, ERIC e BOX apontam uma similaridade entre 10 % a 59 % distribuídos em quatro 
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grupos distintos. Grupo 1: 3TCBS, 9TCBS, 8TCBS, 16TCBS, e 17TCBS; Grupo 2: 18TCBS 

e 21TCBS; Grupo 3:  6TCBS; e Grupo 4: 10TCBS e 12TCBS;  

As cepas 3TCBS, 8TCBS, 9TCBS, 16TCBS, e 17TCBS identificadas, 

respectivamente, como Bactéria desconhecida (RDP-Seqmath: Vibrio sp.), Vibrio sp., 

Vibrionaceae (RDP-Seqmath: Vibrio sp.), Vibrio alginolyticus e Vibrio sp., compõem um 

grupo mais apomórfico (Figura 1). Os isolados 18TCBS e 21TCBS, pertencentes ao segundo 

grupo, identificado como Shewanella sp. e Shewanella algae (RDP-Seqmath: Proteobacteria) 

compõem um grupo mais conservado apresentando variações pontuais mínimas. O isolado 

6TCBS que apresenta alta homologia a espécie Bacillus subtilis e compõe o terceiro grupo. 

Os isolados 10TCBS e 12TCBS, respectivamente Vibrio parahaemolyticus e Vibrio sp.  

constituem um quarto grupo mais plesiomórfico (Figura 1).  

No que se refere à identificação de todos os isolados, Val-Moraes et al. (2009) 

obtiveram frequências de bactérias não similares a acessos do GenBank, em torno de 50 %, 

dados semelhantes aos constatados no presente trabalho, além de bactérias homólogas a 

environmemtal samples não homólogas a nenhum filo bacteriano específico. Este resultado 

foi compatível com as análises realizadas. Um resultado similar a este foi obtido por Val-

Moraes (2009), onde 45,45 % dos isolados foram homólogos a acessos do GenBank e RDP 

(Seqmath), ao nível de gênero. 

Os melhores resultados foram obtidos com o primer BOX, sendo altamente 

discriminativo e compatível aos resultados do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Em 

seu trabalho, Maluping et al. (2005) propõem que as amplificações com REP e ERIC-PCR 

não promovem a formação de agrupamentos genéticos bem definidos. Constatação que pôde 

ser observado neste trabalho, uma vez que os agrupamentos apontam grupos parafiléticos de 

víbrios. Visto que o isolado 6TCBS homólogo a Bacillus subtilis deveria comportar-se como 

grupo externo e os grupos 1 e 4 deveriam ter formado um único grupo de bactérias 

vibrionáceas. Contudo, as amplificações com REP e ERIC-PCR podem ser úteis no 

acompanhamento de surtos ocasionais de cepas bacterianas (MALUPING et al., 2005), assim 

como observado por Versalovic et al. (1991), bactérias Gram-negativas apresentam maior 

afinidade de hibridização dos oligonucleotídeos REP e ERIC.   

Dentro dos resultados obtidos, observa-se que as bactérias Vibrionáceas foram as mais 

bem representadas, dentro do cultivo. Costa (2006) adverte que altas concentrações do gênero 

Vibrio presentes no cultivo indicam risco em potencial à cultura em casos de debilidade do 

sistema imune, seja por fatores ambientais ou, segundo Mendes (2009), tempo excessivo de 

cultivo. Frequentemente as espécies Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, Vibrio 

parahaemolyticus e Vibrio vulnificus estão associadas à mortalidade (GULLIAN et al., 2004). 
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Entretanto nenhuma bactéria isolada do trato digestivo do camarão obteve homologia com o 

gênero Vibrio sp. Segundo Balcázar et al. (2006) isolados de V. alginolyticus têm sido 

utilizados para o aumento da sobrevivência e crescimento do camarão branco L.  vannamei.  

Bactérias Vibrioláceas e outros gêneros bacterianos, como Aeromonas, Pseudomonas, 

Pseudoalteromonas, Bacillus, Shewnella são normalmente encontrados desempenhando papel 

importante na manutenção do equilíbrio no cultivo. Por outro lado, bactérias do gênero Vibrio 

fazem parte da microbiota natural do camarão e são considerados os principais patógenos 

bacterianos, causando perda ao cultivo (DASH et al., 2017). As principais espécies deste 

gênero que apresentam risco ao cultivo são Vibrio vulnificus, V. alginolyticus, V. campbellii, 

V. splendidus, V. damsela, V. parahameolyticus e V. harveyi (COSTA, 2006). 

 
  

 

Figura 1. Dendrograma construído através do programa UPGMA e coeficiente de Jaccard (NTSYS-pc, versão 

1.8, Exeter Software, USA), utilizando-se os primers BOX, ERIC, REP-PCR e tabela comparativa entre 

GenBank-NCBI E RDP-Seqmach referente aos 22 isolados presentes na água de cultivo (1-17) e no trato 

digestivo (18-22) do camarão L. vannamei, cultivado em sistema intensivo heterotrófico. Destacado em 

vermelho grupo 1, verde grupo 2, amarelo grupo 3 e azul grupo 4. 

 

 
 

Proteobacterias foram identificadas por Li et al. (2007) com frequência de 24,6 %, 

sendo pertencentes aos gêneros, Vibrio sp., Pantoea sp. Aranicola sp., Pseudomonas sp. e 

Shewanella sp. Os isolados 18TCBS e 21TCBS, ambos encontrados no trato digestivo do 

camarão são identificados no GenBank, como respectivamente Shewanella sp. e S. algae. 

Estudos realizados por Shakibazadeh et al. (2008) apontam S. algae com ação antimicrobiana 

em ampla gama de temperatura e pH contra os V. parahaemolyticus e V. alginolyticus, ambos 

identificados na água de cultivo deste trabalho. Por fim, o 21TCBS identificado como 

Shewanella algae, apresenta altíssima similaridade a 18TCBS, ambos presentes no trato 

digestivo dos camarões (Figura 1).  
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No entanto, Dantas et al. (2009) afirmam que a utilização do Bacillus spp., como 

probiótico, pode influenciar na resistência do camarão, quando submetido ao V. harveyi. 

Estudos realizados por Far et al. (2009) com o L. vannamei, também relatam aumento da taxa 

de sobrevivência e rendimento. Resultados semelhantes foram observados com a utilização de 

Shewanella algae, com resposta antimicrobiana em várias temperaturas e pH contra os V. 

parahaemolyticus e V. alginolyticus, além do antagonismo frente ao Vibrio harveyi 

(SHAKIBAZADEH et al., 2008; SHAKIBAZADEH et al., 2012). 

Shewanella putrefaciens Pdp11, isolada do muco da pele, saudável, do peixe cultivado 

Sparus aurata (CHABRILLÓN et al., 2005), demonstrou efeitos benéficos in vivo no cultivo 

de Solea Senegalensis (TAPIA-PANIAGUA et al., 2014). Estes autores também relataram 

que o probiótico foi capaz de colonizar o intestino dos animais cultivados, compondo a 

microbiota intestinal, aumentando o crescimento, desempenho e atividades digestivas 

enzimáticas em Juvenil de S. senegalensis (LOBO et al., 2017).  

Já o probiótico putativo Shewanella xiamenensis A-1, combinado a Aeromonas veronii 

A-7 e Bacillus subtilis administrado oralmente em Ctenopharyngodon idella, a Carpa-capim, 

reduziram consideravelmente a abundância de bactérias patogênicas como Pseudomonas e 

Flavobacterium no intestino dos animais cultivados (HAO et al, 2017).  

Os resultados obtidos sugeriram que a administração de probióticos orais pode 

melhorar positivamente a composição da comunidade microbiana intestinal na Carpa-capim, 

fato associado à regulação imune nesses animais. A alteração induzida por probióticos da 

microbiota pode diminuir potencialmente o risco de surtos de doenças durante o estágio de 

cultivo da Carpa-capim (HAO et al., 2017). 
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RESUMO 

A Shewanella algae é uma bactéria comumente isolada do trato digestivo de animais 

marinhos, principalmente em ambientes de cultivo de peixes e crustáceos. Esta bactéria 

apresenta ação lipolítica, proteolítica, amilolítica e antagonismo a bactérias patogênicas, 

características de um potencial probiótico para carcinicultura e piscicultura.  Este estudo teve 

por objetivo identificar potenciais bactérias probióticas retiradas do hepatopâncreas do 

camarão cultivado em sistema heterotrófico, avaliar as relações filogenéticas das cepas com o 

gênero Shewanella e caracterizá-las através de análises morfológicas, bioquímicas, produção 

de biofilme e antibiograma. A partir do cultivo heterotrófico de Litopenaeus vannamei foram 

selecionadas as cepas IPA-S.111 e IPA-S.252 para identificação através do sequenciamento 

parcial do gene 16S rRNA e comparados ao GenBank – NCBI e RDP - Seqmatch. As cepas 

foram alinhadas a 45 espécies do gênero Shewanella e avaliadas filogeneticamente utilizando 

os métodos Neighbor-Joining, Máxima Verossimilhança e Inferência Bayesiana. Quanto às 

análises morfológicas foram avaliados parâmetros de acordo com a similaridade a padrões 

estabelecidos. Os testes bioquímicos foram realizados com o auxílio dos kits BACTRAY 

(Labroclin®). Foram realizados ainda a avaliação da capacidade de formação de biofilme e o 

antibiograma das cepas bacterianas. O sequenciamento das cepas revelou alta similaridade a 

espécie Shewanella algae, utilizando o GenBank e o RDP-Seqmath. A Inferência Bayesiana 

apresentou maior aporte estatístico e fidelidade dentre os métodos analisados. A Shewanella 

upenei apresentou alta similaridade as cepas estudadas, assim como a S. algae. As cepas 

estudadas foram sensíveis aos antibióticos Clorafenicol (30 µg), Amicacina (30 µg), 

Ampicilina/Sulbactan* (10 µg), Ofloxacina (5 µg), Azitromicina (15 µg) e Tetraciclina (30 

µg). Portanto, a capacidade de formação de biofilme, adicionada ao alto potencial enzimático, 

característico do gênero Shewanella, tornam estas cepas potenciais probióticos para 

carcinicultura. 

 

Palavras-chave: carcinicultura; sistema heterotrófico; bactérias probióticas; Shewanella 

algae, 16S rRNA. 
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INTRODUÇÃO 

Apontado como alternativa aos sistemas tradicionais, o sistema heterotrófico é 

considerado o sistema mais vantajoso em termos econômicos e sociais 

(EMERENCIANO et al., 2013).  Wasielesky  et al. (2013) acrescentam ainda que o 

sistema de biofloco apresenta maior produtividade utilizando menos áreas de cultivo, 

mais segurança, baixíssima ou nenhuma taxa de renovação de água, redução na 

concentração de proteínas nas rações ofertadas, aumento na oferta de alimento natural. 

Bactérias atuando como probiótico, apresentam menor impacto ambiental e ainda 

permitem o cultivo em regiões afastadas da costa. Este sistema também favorece a 

manutenção da qualidade da água, através da absorção de compostos nitrogenados 

(EMERENCIANO et al., 2013).  

No sistema intensivo heterotrófico a utilização de probióticos é fundamental para o 

estabelecimento do equilíbrio na microbiota do cultivo. Estes, por sua vez, são 

microrganismos administrados por via oral, que propiciam benefícios à saúde, controle de 

patógenos, principalmente doenças bacterianas, atuando por exclusão competitiva e 

imunomodulação.  Normalmente isolados do trato digestivo do próprio animal hospedeiro, 

os probióticos podem também melhorar o apetite e levar a um maior crescimento e melhor 

conversão alimentar (NEWAJ-FYZUL et al., 2013).  

No entanto, o obstáculo para a compreensão destas relações tem sido a 

dificuldade na identificação das bactérias devido às técnicas convencionalmente 

utilizadas (OLIVEIRA et al., 2006). Em bactérias, as relações filogenéticas e 

taxonômicas são avaliadas utilizando o gene 16S rRNA (WHITMAN et al., 2012; 

FIGUEIREDO et al., 2010; VANDAMME et al., 1996; WEISBURG et al., 1991; 

WOESE et al., 1987; 1990).  

Para que uma cepa seja considerada apta ao seu uso como probiótico, ela deve 

apresentar características, como ser não patogênica às espécies em cultivo, secretar 

substâncias antimicrobianas, secretar enzimas extracelulares competir por nutrientes 

necessários à sobrevivência de patógenos e estimular um efeito antitoxina que reduz a 

necessidade de antibióticos na aquicultura (CARNEVALI et al., 2017). O Gênero 

Shewanella é representado por bactérias gram-negativas comumente encontradas em 

ambiente marinho, bem como em ambientes extremos e variados, inclusive áreas de 

baixa temperatura e em locais com histórico de contaminação por petróleo. (KIM et al., 

2007).  
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O gênero Shewanella é ainda o mais estudado dentro do grupo das bactérias 

redutoras de ferro (SILVA, 2009), platina (KONISHI et al., 2007a) e ouro (KONISHI et 

al., 2007b). Estudos realizados por Shakibazadeh et al. (2008) apontam que uma espécie 

deste gênero, a Shewanella algae apresenta resposta antimicrobiana em ampla gama de 

temperatura e pH contra os Vibrio parahaemolyticus e V. alginolyticus, além de 

antagonismo frente ao Vibrio harveyi (SHAKIBAZADEH et al., 2012). Esta espécie 

também pode atuar em biorremediação e produz enzimas extracelulares, como amilase, 

quitinase e alginase, fatores que favorecem o seu uso como probiótico na piscicultura e 

carcinicultura (ALMUZARA, et al., 2017; SIMIDU et al., 1990) 

Por conseguinte, este estudo objetivou identificar e analisar filogeneticamente 

potenciais bactérias probióticas retiradas do hepatopâncreas e estômago do camarão 

cultivado em sistema heterotrófico, avaliar as relações filogenéticas das cepas com o 

gênero Shewanella e caracterizá-las fenotipicamente através de análises morfológicas, 

bioquímicas, além de estudar a capacidade de produção de biofilme e antibiograma. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

O cultivo heterotrófico do L. vannamei foi realizado na Estação de Aquicultura 

Continental Professor Johei Koike localizado na Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (UFRPE). O isolamento bacteriano, caracterização e identificação foram 

realizados nos Laboratório de Biologia do Solo e Genoma do Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA). 

Obtenção das cepas bacterianas candidatas a probiótico 

As cepas foram inicialmente coletadas a partir do cultivo experimental realizado 

na UFRPE na qual foram obtidas amostras da água e dos camarões cultivados. Foram 

isoladas 233 cepas bacterianas. Posteriormente, foram selecionadas as cepas mais 

promissoras, quanto à produção de probiótico, através de testes enzimáticos amilolíticos 

e proteolíticos, objetivando obter cepas potenciais probióticas na carcinicultura. Destas, 

foram selecionadas as cepas bacterianas IPA-S.252 (isolada do camarão) e IPA-S.111 

(isolada da água do cultivo) para caracterização morfológica e bioquímica, realização do 

antibiograma, identificação e análise filogenética. 

Extração do DNA bacteriano 
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O DNA dos isolados foi extraído como descrito por Grange (2005). As bactérias 

foram cultivadas em meio específico Müller-Hilton HIMEDIA® (Mueller & Hinton, 

1941) durante 48 h em temperatura de 30 
o
C. As culturas de bactérias foram então 

lavadas por três vezes com solução salina (NaCl 0,85 %). Após a última lavagem o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 400 μL de TE 50:20 (5 

mL de Tris-HCl 1 M pH 8,0; 4 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0; 100 mL de água ultrapura). 

Foram adicionados 50 μL de SDS (10 %) 10 μL de Lisozima (5 mg/mL), 5 μL de 

Proteinase K (20 mg/mL) e 1 μL de RNAse (10 mg/mL). A mistura foi homogeneizada 

lentamente por inversão e incubada a 37 
o
C durante uma hora. Foram acrescentados 30 

μL de NaCl 0,25 M e 60 μL de AcNa 0,3 M.  

As amostras foram homogeneizadas lentamente e deixadas em repouso por uma 

hora a 4 
o
C. Em seguida, foi realizada centrifugação a 13.200 g durante 15 min e o 

sobrenadante recolhido e transferido para tubos de 1,5 mL. Foi adicionado duas vezes o 

volume de Etanol 95 % e a incubação realizada em temperatura de -20 
o
C overnight. 

Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 13.200 g durante 15 min, o etanol 

foi descartado, os precipitados colocados para secar em temperatura ambiente durante 

aproximadamente 2 h e, em seguida, ressuspendidos em água ultrapura estéril. O DNA 

extraído foi estocado a -20 °C e posteriormente quantificado por espectrofotometria 

(Espectrofotômetro Bel® SPECTRO S05- comprimento de onda 260 nm) e sua 

integridade verificada por eletroforese horizontal (Loccus® LCH 12x14) em gel de 

agarose 0,8 % em tampão TBE 1X pH 8,0, a 110V (fonte Loccus® LPS 600V) durante 1 

h 30min e corado com Syber Gold (Invitrogen®). Posteriormente visualizado e 

fotodocumentado (Loccus® L-PIX HE). 

 

Amplificação e Sequenciamento das cepas  

 

Foram identificadas as bactérias IPA-S.111, IPA-S.252 e como bactéria 

testemunha, uma cepa de Bacillus subtilis ATCC6633 (B.S.) cedida pelo Departamento 

de Antibióticos da UFPE. A reação foi realizada utilizando os primers fD1 (5′  -   

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) e rD1 (5′-AAGGAGGTGATCCAGCC-3′), que 

correspondem a posição 8 – 28 e 1526 – 1542 respectivamente do gene 16S rRNA da 

Escherichia coli (Weisburg et al., 1991). A amplificação ocorreu nas seguintes 

condições: 1x tampão PCR 10x, MgCl2 (2,6 mM), dNTP (0,5 mM), 1 M de cada 
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primer, Taq DNA polimerase (2,5 U/L), DNA (20 ng/L) e o volume final de 25 L. 

A amplificação foi realizada em termociclador com desnaturação inicial a 94 °C
 
por 3 

minutos; 30 ciclos de 50 segudos a 92 °C, 50 segundos a 62,3 °C e 1 minuto e 45 

segundos a 72 °C; seguida de extensão final de 7 minutos a 72 °C. Os produtos da 

amplificação da PCR foram visualizados e quantificados em gel de agarose 1,2 % (p/v) 

com o marcador de massa “100 pb DNA Ladder” (Invitrogen®) e purificados segundo 

Lyra (2001). 

Após a purificação as bactérias foram encaminhados à ACTGene Análises 

Moleculares LTDA®. Cada amostra de DNA foi sequenciada pelo primer fD1(forward) 

e rD1 (reverse), sendo depositado em um tubo de microcentrífuga de 0,5 mL com 30 a 

60 ng de DNA-molde e 4,5 pmol de primer em um volume final de 6 µL completado 

com água ultrapura (Mili-Q).  

 

Identificação e estudo filogenético 

Com o auxílio do programa CodonCode Aligner® (2002 – 2010) foi avaliada a 

qualidade das sequências através de seus respectivos eletroferogramas. Com o mesmo 

programa foram avaliadas a qualidade e criação de sequências consenso entre os 

fragmentos sequenciados. As sequências foram avaliadas pelo programa PHRED 

(Quality Base Calling) também presente no aplicativo CodonCode Aligner®, 

selecionadas com PHRED > 30, que por sua vez avalia a probabilidade de erro no 

sequenciamento, apresentando probabilidade de 1/1000 com PHRED igual a 30.  

Para a criação do banco de dados dos isolados sequenciados foi utilizado o 

programa online OligoCalculator® (http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.htmL). 

Neste foram analisados o conteúdo de Guanina (G) e Citosina (C), tamanho do 

fragmento, temperatura TM (Melting Temperature) ºC e peso molecular.  

As sequências obtidas foram comparadas no banco de dados NCBI-Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e RDP (Ribossomal Data Base Project) - Seqmath 

(http://rdp.cme.msu.edu/) com o objetivo de identificar as cepas em nível de espécie. 

Para construção das árvores filogenéticas foram utilizadas as três (2) cepas em estudo 

(IPA-S.111 e IPA-S.252), selecionados quarenta e cinco (45) representantes do gênero 

Shewanella e um (1) representante do gênero Vibrio (Vibrio cholerae – espécie tipo do 

gênero).  
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As sequências do gene 16S rRNA foram obtidas pelo NCBI-Genbank no qual 

foram coletadas as sequências dos representantes de cada espécie. O alinhamento das 

sequências foi realizado utilizando o software Mega5® (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis - TAMURA et al., 2011), utilizando o algoritmo ClustalW 

(THOMPSON et al., 2000) e editando manualmente quando necessário. Foram 

construídas arvores para análises fenética e filogenética. Para a análise fenética foi 

construída uma árvore pelo método neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987) com 

Mega6® (TAMURA et al., 2013), a confiabilidade da árvore foi mensurada por análise 

de bootstrap com 2000 simulações e editada com MEGA6® (TAMURA et al., 2013). A 

árvore filogenética foi construída pelo método Máxima Verossimilhança (Maximum 

Likelihood tree) com Mega6® (TAMURA et al., 2013), a confiabilidade da árvore foi 

mensurada por análise de bootstrap com 2000 repetições e editada com MEGA6® 

(TAMURA et al., 2013).  

Também foram realizadas análises filogenéticas pelo método de Inferência 

Bayesiana (IB) utilizando o software MrBAYES®. Inicialmente foi realizado um teste 

para avaliar os modelos ideais para utilização da Inferência Bayesiana a partir do 

software Mega6® (TAMURA et al., 2013) e posteriormente, foi selecionado o modelo 

HKI +G+I (Hasegawa-Kishino-Yano). Os alinhamentos foram realizados no MEGA6® 

(TAMURA et al., 2013) e exportados para o software MrBAYES®  no formato 

NEXUS®. Em seguida, foi criada a árvore filogenética a partir de um milhão de 

repetições. A árvore foi visualizada e editada no software FigTree® v1.3.1 (ANDREW 

RAMBAUT, 2006-2009). 

 

Caracterização fenotípica das cepas de S. algae selecionadas 

 

Crescimento bacteriano e análise morfológica das cepas 

 

As cepas S.111 e S.252 foram submetidas aos meios de cultura AM HIMEDIA® 

(Agar Marinho – ZOBELL, 1941), LB (Luria & Bertani), Mueller-Hinton HIMEDIA® 

(Mueller & Hinton, 1941), TSA HIMEDIA® (Trypticase Soy Agar) e TCBS 

HIMEDIA® (Agar de Tiossulfato, Citrato, Bílis e Sacarose - KOBAYASHI, 1963) 

avaliando-se o crescimento entre 4 ºC a 57 ºC. A dinâmica de crescimento bacteriano 

foi realizada utilizando as cepas em estudo em meio LB líquido (pH 8.0, NaCl 25 %, 
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Temperatura 30 ºC, 2000 RPM por 60 h) e avaliando o crescimento bacteriano a cada 4 

h, utilizando espectrofotômetro (Espectrofotômetro Bel® SPECTRO S05- comprimento 

de onda 660 nm). As cepas foram avaliadas de acordo com a similaridade aos padrões já 

estabelecidos de forma, borda, elevação, superfície, consistência, cor, luz transmitida e 

refratada, decorrente do crescimento bacteriano em meio sólido (Muller-Hinton) por 24 

h em estufa a 30 ºC. 

 

Testes bioquímicos 

A técnica com coloração de Gram foi realizada em meio específico (AM) para 

incubação em estufa bacteriológica por 24 h a 30 ºC. As lâminas com os esfregaços 

bacterianos foram submetidas aos seguintes reagentes para avaliação do perfil de 

coloração: cristal violeta (corante primário), iodo-lugol (mordente), etanol (agente 

descolorante) e safranina (contrastante). As Gram-negativas garantiram uma cor rósea 

ou avermelhada e as Gram-positivas, púrpura (TORTORA, 2010). 

Os testes para Catalase e Oxidase iniciaram-se com o crescimento das cepas em 

meio sólido LB por 24 h. Ademais, o teste de Catalase desenvolveu-se através da adição 

de 50 µl de peróxido de hidrogênio no esfregaço bacteriano e verificação da produção 

de gás. O teste de Oxidase realizou-se utilizando as fitas para determinação de oxidase 

(Probac do Brasil®), avaliando a mudança de coloração do esfregaço bacteriano.   

Outros testes bioquímicos foram realizados com o auxílio dos kits BACTRAY I, 

BACTRAY II e BACTRAY III (Laborclin®). Executou-se um total de 30 testes 

bioquímicos, no qual todos foram analisados e computados neste trabalho. Após 

crescimento de 24 h, as cepas foram suspendidas em água destilada autoclavada na 

concentração final semelhante a 0,5 McFarland. Posteriormente, as análises foram 

realizadas em acordo com o protocolo estabelecido pela Laborclin®, realizando três 

repetições para cada teste. 

 

Antibiograma das cepas selecionadas 

Na realização do antibiograma, as bactérias foram incubadas a 37 ºC por 24 h. 

Posteriormente, foi realizada a suspensão bacteriana de 1mL à 0,5 McFarland e 

aplicadas à técnica de Kirby e Bauer, com três repetições. Entre as classes de 

antibióticos utilizados estão os β-Lactâmicos (Amoxicilina, Ampicilina/Sulbactan, 

Amoxicilina/Ácido Clavulânico, Penicilina, Ampicilina e Oxacilina), Tetraciclinas 
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(Tetraciclina), Macrolídeos (Azitromicina), Quinonas (Ofloxacina), Glicopeptídeos 

(Vancomicina), Aminoglicosídeos (Amicacina), Fenicóis (Clorofenicol) e Polipeptídeos 

(Bacitracina), Laborclin®. Para aferição do halo de inibição foi utilizado paquímetro 

digital (Zaas Precision® - 300mm). Foram admitidas cepas sensíveis apenas as que 

apresentaram halo inibitório ≥ 5mm.  

Produção de Biofilme  

A avaliação da capacidade de formação de biofilme foi realizada segundo 

Christensen et al. (1985). Na qual as cepas foram inoculadas em 10 mL de meio LB 

líquido por 24 h a 30 ºC em crescimento estático. Posteriormente os tubos foram 

esvaziados e corados com corante Cristal violeta 0,1 % por 1 minuto, sendo realizadas 

quatro repetições para cada tratamento.  

 

RESULTADOS  

As bactérias isoladas apresentaram crescimento nos meios de cultura Agar 

marinho, TCBS, TSA, Mueller-Hinton, LB sólido e líquido (pH 8.0 e NaCl 25 %). As 

cepas IPA-S.51, IPA-S.111 e IPA-S.252 obtiveram crescimento a partir de 8 ºC. A cepa 

IPA-S.51 obteve crescimento até 54 ºC nos meios supracitados. As cepas IPA-S.111 e 

IPA-S.252 apresentaram crescimento até 46 ºC nos meios AM e LB, e 44 ºC para todos 

os meios analisados.  

 

Tabela 1. Morfologia das cepas bacterianas analisadas a partir de caracterização morfológica da bactéria e 

colônia. 

Morfologia IPA-S.111 IPA-S.252 

Forma Bactéria Baciliforme Baciliforme 

Tamanho Colônia* 1-2mm 1-2mm 

Forma  Circular Circular 

Borda Lisa Lisa 

Homogeneidade Homogênia Homogênia 

Cor Laranja Laranja 

Trasparência Translúcida Translúcida 

Elevação Drop-like Drop-like 

Consistência Butírica Butírica 

Muco Escasso Escasso 

Alteração no meio Básico Básico 

Elasticidade Pouco Pouco 

 (*) Avaliação em 24h de crescimento. 
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Quanto às fases de crescimento bacteriano, as cepas mantiveram-se na fase Lag 

até 8 h de crescimento. A fase Log apresentou-se a partir das 8 h até às 18 h de 

crescimento. A fase Estacionária entre as 18 h e 48 h. A fase de morte foi observada a 

partir das 48 h até o final do ciclo de crescimento (60 h).  A cepa com maior taxa de 

crescimento foi a IPA-S.111 com D.O. igual a 3,278 em 54 h, seguida da IPA-S.252 

(D.O. 3,212 em 54 h), alterando o pH do meio para básico (Tabela 2). 

Os resultados morfológicos obtidos referentes às cepas IPA-S.111 e IPA-S.252 

descrevem-nas como baciliformes, apresentando tamanho entre 1 mm e 2 mm, com 

forma circular, borda lisa, com colônias homogenias, de cor Laranja, e translúcidas, 

apresentando elevação do tipo Drop-Like (forma de gota), com consistência butírica, 

muco escasso e com pouco elasticidade. 

 

Tabela 2. Caracterização Bioquímica das cepas isoladas no cultivo intensivo heterotrófico de L. 

vannamei, sendo a IPA-S. 252 isolados do trato digestivo e a IPA-S.111 isolada da água. 

Testes Bioquímicos 
Cepas Bacterianas 

IPA-S.111 IPA-S.252 

Teste Gram* N N 

Catalase* P P 

Oxidase* P P 

β -Galactosidase (ONPG) N P 

Arginina Desidrogenase (ADH) P P 

Lisina descarboxilase (LDC) P P 

Ornitina descarboxilase (ODC) P P 

Sulfeto de hidrogênio (H2S) P P 

Urease (URE) N N 

Acetoina (VP) N N 

Adesaminação da fenilalanina (PD) N N 

Indol (IND) N N 

Citrato (CIT) N N 

Malonato (MAL) N N 

Rhamanose (RAM) N N 

Adonitol (ADO) N N 

Salicina (SAL) N N 

Arabinose (ARA) P N 

Inositol (INO) N N 

Sorbitol (SOR) N N 

Sacarose (SAC) N N 

Manitol (MAN) N N 

Rafinose (RAF) N N 
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Cetrimide (CET) N N 

Acetamida (ACE) N N 

Maltose (MLT) N N 

Esculina (ESC) P P 

Arginina (CTL) P P 

Arginina dehidrolase (ARG) P P 

(*) Testes realizados individualmente. 

(  ) Testes realizados no BACTRAY®. 

 

Os resultados observados no teste de Gram classificam todas as cepas como 

Gram Negativas. Os testes da Catalase e Oxidase foram positivos para todas as cepas 

analisadas (Tabela 2).  As cepas IPA-S.111 e IPA-S.252 apresentaram testes 

equivalentes, exceto quanto o testes da Arabinose (ARA) no qual a cepa IPA-S.111 

apresentou teste positivo enquanto que a cepa IPA-S.252 apresentou teste negativo. 

Todos os testes bioquímicos podem ser observados na tabela 2. 

Quanto aos testes de produção de biofilme utilizados (CHRISTENSEN et al., 

1982) a cepa IPA-S.252, isolada do hepatopâncreas do camarão Litopenaeus vannamei, 

foi positiva na produção do biofilme bacteriano e apresentou alta aderência ao substrato 

testado. Por sua vez, a cepa IPA-S.111 apresentou resultado negativo por obter 

baixíssima produção de biofilme. Em todas as quatro repetições os resultados foram 

idênticos para cada cepa. 

 

Tabela 3. Antibiograma das cepas isoladas no cultivo intensivo heterotrófico de L. vannamei. Sendo a 

IPA-S. 51 e IPA-S. 252 isolados do trato digestivo e a IPA-S.111 isolada da água. 

 

Antibiótico IPA-S. 111 IPA-S. 252 

Bacitracina 0 0 

Amoxicilina (10µg) 8,82 mm ± 0,55 0 

Clorafenicol (30µg)* 12,2 mm ± 1,22 9,52 mm ± 0,15 

Amicacina (30µg)* 8,20 mm ± 0,77 7,77 mm ± 0,75 

Vancomicina 2,79 mm ± 0,77 1,24 mm ± 0,42 

Ampicilina/Sulbactan* (10µg)* 11,00 mm ± 0,80 7,78 mm ± 0,62 

Amox./Ac. Clavulânico(30µg) 10,52 mm ± 0,57 4,88 mm ± 1,79 

Ofloxacina (5µg)* 9,31 mm ± 1,46 11,42 mm ± 1,51 

Azitromicina (15µg)* 13,86 mm ± 2,49 9,22 mm ± 0,67 

Tetraciclina (30µg)* 9,24 mm ± 0,13 6,07 mm ± 0,43 

Penicilina (10µg) 8,26 mm ± 0,72 1,25 mm ± 1,09 

Ampicilina (10µg) 10,52 mm ± 0,086 1,52 mm ± 1,64 

Oxacilina (1µg) 0 0 
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Desvio padrão 1%. 
(  ) Concentração dos antibióticos. 
(*) Antibióticos eficazes contra as cepas testadas. 

Dentre os resultados observados na realização do antibiograma a Bacitracina e a 

Oxacilina mostraram-se ineficazes nas duas bactérias testadas, somando-se a 

Amoxicilina, ineficaz apenas na cepa IPA -S.252, com halo de inibição igual a zero. O 

maior halo de inibição foi obtido com a IPA-S.111, promovendo um halo de inibição de 

13,86 mm (± 2,49 mm) através da ação do Azitromicina (15 µg). Ademais, o 

Clorafenicol mostrou-se sensível também a IPA-S.252 produzindo um halo inibitório de 

9,52 mm (±0,15 mm) (Tabela 3).  

A cepa IPA-S.111, não foi sensível apenas ao antibiótico Vancomicina, com 

halo inibitório de 2,79 mm (±0,77 mm), sendo assim, sensível a todos os demais. A cepa 

IPA-S.252 foi resistente aos antibióticos Bacitracina, Amoxicilina (10 µg), 

Vancomicina, Amoxacilina/Ácido Clavulânico (30 µg), Penicilina (10 µg), Oxacilina (1 

µg). O antibiótico mais eficaz contra a cepa IPA-S.252 foi a Ofloxacina (5 µg), com 

halo inibitório de 11,42 mm (± 1,51 mm).(Tabela 3). 

Os resultados obtidos no sequenciamento do gene 16S rRNA apontaram alta 

qualidade nos eletroferogramas obtidos. As cepas IPA-S.111, IPA-S.252 e o Bacillus 

subtilis apresentaram, respectivamente, valores do PHRED iguais a 665.5, 714 e 719.5 

(Tabela 4), todos maiores que o valor mínimo recomendado (PHRED 30). Quanto ao 

conteúdo G/C o Bacillus subtilis apresentou concentração G/C 55 %, contudo as 

demais cepas apresentaram G/C igual a 54 % (Tabela 1). A temperatura Melting (Tmº) 

observada foi de, 86.8 (IPA-S.111), 86.7 (IPA-S.252) e 86.9 (B. subtilis). Todas as 

cepas apresentaram contigs com tamanho superior a 1400pb (Tabela 4).  

Na identificação das cepas foram contabilizados os 20 primeiros acessos de 

cada contig submetidos aos bancos de dados genéticos NCBI/GenBank e RDP-

Seqmach. A cepa IPA-S.111 apresentou alta similaridade a acessos de Shewanella 

algae em ambos os bancos de dados (Tabela 4). Tendo no NCBI/GenBank similaridade 

de 40 % a acessos identificados como Shewanella algae, 33 % como Shewanella sp., 7 

% como Shewanella haliotis e similar em 20 % a acessos com outras identificações. No 

RDP-Seqmach apresentou similaridade em 60 % a acessos de Shewanella algae, 20 % 

em acessos de Shewanella sp., 10 % como Shewanella haliotis e 10 % de similaridade 

a acessos com outras denominações.  
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A cepa IPA-S.252 foi altamente similar a Shewanella algae GQ372874.1 

(acesso melhor pontuado segundo parâmetros do GenBank), mesmo acesso obtido 

quando submetida a cepa IPA-S.111 (Tabela 4). Quando submetida ao NCBI/GenBank, 

apresentou frequência de 37 % a acessos identificados como Shewanella algae, 35 % 

como Shewanella sp. e 28 % com acessos identificados com outras denominações. 

Utilizando o RDP-Seqmach obteve-se 45 % dos acessos identificados como 

Shewanella algae, 30 % como Shewanella sp. e 25 % outros. 

 

Tabela 4: Análise das sequências e identificação através do NCBI/GenBank e RDP. 

 

(*) Média do Base Calling das sequências Forward e Reverse baseado no PHRED. 

(**) Acessos melhor pontuados em cada banco de dados.  

(H) Cepas bacterianas encontradas no hepatopâncreas e estômago do camarão. 

 

As análises fenéticas utilizando o método Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 

1987) resultaram no agrupamento visível na Figura 1. O agrupamento realizado 

apresentou topologia semelhante à árvore filogenética criada através do método de 

Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood tree) (Figura 2), objetivando facilitar o 

entendimento das mudanças topológicas do agrupamento e árvore realizadas, estes 

foram subdivididos em cinco (5) grupos.  

O grupo 1 é composto pelas espécies S. marinintestina AB081759.1, S. sairae 

NR 024793.1, S. schlegeliana AB081761.1, S. halifaxensis NR 074822.1, S. pealeana 

AF011335.1, S. pneumatophori NR 041292.1, S. psychrophila NR 042173.1, S. 

kaireitica NR 040951.1, S. fidelia NR 025195.1, S. woodyi AF003549.1, S. hanedai NR 

037072.1, S. sediminis NR 074819.1, S. surugensis NR 040950.1, S. abyssi NR 

041290.1, S. gelidimarina NR 026058.1, S. benthica NR 026217.1 e S. violacea NR 

025848.1 (Figura 1 e 2).  

Quanto às mudanças na topologia do agrupamento e árvore filogenética, a S. 

pneumatophori NR 041292.1, no agrupamento observado no sub-ramo suportado 

estatisticamente por Bootstrap 30 (Figura 1) foi deslocado um ramo abaixo na árvore de 

Cepas PHRED* Tamanho NCBI/GenBank** RDP-SeqMath** 

IPA-S.111      665,5 1455 S. algae [GQ372874.1] S. algae [U91547] 

IPA-S.252H      714 1480 S. algae [GQ372874.1] S. algae [X81622] 

B.S.      719,5 1471 
B. subtilis subsp. spizizenii 

[CP002183.1] 

B. subtilis subsp. subtilis 

[AB018486] 
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Máxima Verossimilhança, pelas espécies S. halifaxensis NR 074822.1 e S. pealeana 

AF011335.1 (Figura 2). Outra mudança observada no grupo 1 é a substituição ocorrida 

no ramo suportado estatisticamente por Bootstrap 19 (Figura 1). As espécies S. benthica 

NR 026217.1 e S. violacea NR 025848.1 foram trocadas de posição com S. woodyi 

AF003549.1, S. hanedai NR 037072.1 e S. sediminis NR 074819.1 (Figura 2). 

No grupo 2 estão presentes os acessos S. affinis AY351983.1, S. colwelliana NR 

043074.1, S. algidipiscicola NR 041297.1, S. marisflavi 025793.1, S. waksmanii NR 

025684.1, S. aquimarina NR 025794.1 e S. loihica NR 043689.1, grupo passivo de 

várias alterações na topologia (Figura 1 e 2). O agrupamento apresentou apenas um 

ramo principal (Figura 1) enquanto na filogenia foi possível observar três subdivisões 

(Figura 2). No agrupamento o ramo superior sustentado pelo Bootstrap 52 (Figura 1) foi 

deslocado para uma zona medial na árvore filogenética (Figura 2). Logo abaixo, no 

ramo com Bootstrap 32 (figura 1) a espécie S. waksmanii NR 025684.1 foi posicionada 

na árvore filogenética, como a espécie plesiomórfica do grupo 2 (Figura 2).  

O grupo 3 é representado pelas as cepas de S. algae IPA-S.111, IPA-S.252 e os 

acessos S. amazonensis AF005248.1, S. chilikensis JF414774.1, S. haliotis EF178282.1, 

S. algae NR 028673.1 e S. upenei JQ670746.1 (Figura 1 e 2). Diferente do método 

Neighbor-Joining (Figura 1), na máxima Verossimilhança é possível observar a 

formação de um clado representado pelos táxons S. algae NR 028673.1, IPA-S.111, S. 

upenei JQ670746.1 e IPA-S.51, a partir da IPA-S.252 com boostrap 31 (Figura2). 

Não obstante, o grupo 4 composto pelas espécies S. pacifica AF500075.1, S. 

donghaensis AY326275.1, S. aestuarii JF751044.2, S. denitrificans NR 027556.1, S. 

frigidimarina NR 027556.1, S. livingstonensis NR 025443.1 e S. gaetbuli DQ 167234.1 

(Figura 1), foi deslocado, na filogenia, para o grupo 5 acrescida da alteração topográfica 

do acesso S. gaetbuli DQ 167234.1 (Figura 2). 

Por fim, o grupo 5 é constituído pelos acessos S. decolorationis AJ609571.1, S. 

glaciopiscicola AB681674.1, S. morhuase NR 041299.1, S. baltica NR 025267.1, S. 

hafniensis AB205566.1, S. profunda NR 104770.1, Shewanella putrefaciens X82133.1, 

S. irciniae DQ180743.1, S. spongiae DQ 167234.1 e o acesso Vibrio cholerae Z21856.1 

como grupo externo (Figura 1). Estes, por sua vez, foram deslocados para o grupo 4 

quando comparados ao método de Máxima Verossimilhança (Figura 2), sendo 

preservados apenas os táxons S. irciniae DQ180743.1, S. spongiae DQ 167234.1 e o 

grupo externo Vibrio cholerae Z21856.1 (Figura 2). Contudo, foi possível observar 
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algumas alterações topológicas entre o agrupamento e o método de Máxima 

Verossimilhança. No entanto estas alterações não abalaram a estrutura, preservando a 

interpretação fenética e filogenética, em respectivas análises.  

 

Figura 1. Agrupamento por neighbor-joining.                     Figura 2. Árvore Máxima Verossimilhança. 
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A Inferência Bayesiana (IB) realizada apresentou algumas variações na estrutura 

da árvore comparada ao método de Máxima verossimilhança (MV), ainda, apresentando 

ramos com maior suporte estatístico do que os observados nos outros métodos, 

justificado pela presença de apenas oito (8) ramos com probabilidade inferior a 70 %. 

No grupo 1 (Figura 3) na árvore Bayesiana, observa-se a presença do grupo externo e os 

táxons S. irciniae DQ180743.1, S. spongiae DQ 167234.1, invertendo a topologia da 

árvore (Figura 3), comparada ao grupo 1 (Figura 2) da árvore elaborada pelo método da 

Máxima Verossimilhança (MV). Ademais, várias inversões na topologia da árvore 

podem ser observadas.  

O táxon S. schlegeliana AB081761.1, que na máxima M.V. encontrava-se 

agrupado no mesmo clado da   S. marinintestina AB081759.1 e S. sairae NR 024793.1 

(Figura 2), na I.B. apresenta-se mais afastado filogeneticamente em outro ramo, com 

probabilidade de 82 % (Figura 3). Os acessos S. pneumatophori NR 041292.1 e S. 

fidelia NR 025195.1, na M.V. em clados diferentes (Figura 2), apresentam-se no mesmo 

clado na I.B. somado aos acessos S. psychrophila NR 042173.1 e S. kaireitica NR 

040951.1 (Figura 3). Outra mudança observa-se na formação do clado composto pelos 

táxons S. surugensis NR 040950.1, S. benthica NR 026217.1 e S. violacea NR 025848.1 

(Figura 3).  

O táxon S. schlegeliana AB081761.1, que na máxima M.V. encontrava-se 

agrupado no mesmo clado da   S. marinintestina AB081759.1 e S. sairae NR 024793.1 

(Figura 2), na I.B. apresenta-se mais afastado filogeneticamente em outro ramo, com 

probabilidade de 82% (Figura 3). Os acessos S. pneumatophori NR 041292.1 e S. fidelia 

NR 025195.1, na M.V. em clados diferentes (Figura 2), apresentam-se no mesmo clado 

na I.B. somado aos acessos S. psychrophila NR 042173.1 e S. kaireitica NR 040951.1 

(Figura 3). Outra mudança foi observada na formação do clado composto pelos táxons 

S. surugensis NR 040950.1, S. benthica NR 026217.1 e S. violacea NR 025848.1 

(Figura 3). 

Na árvore filogenética construída pela I.B., o grupo 2 se destaca pelo 

deslocamento do clado referente aos táxons S. woodyi AF003549.1, S. hanedai NR 

037072.1 e S. sediminis NR 074819.1, antes do grupo 1 na M.V. (Figura 2) para o grupo 

2 (Figura 3). 

O grupo 3 apresenta apenas um inversão entre as cepas IPA-S.252 e IPA-S.111, 

quando comparado a I.B.(Figura 3)  e M.V. (Figura 2). O grupo 4 não apresentou 
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nenhuma alteração significativa entre a I.B.(Figura 3)  e M.V. (Figura 2). Por fim, o 5º 

grupo destaca-se apenas a mudança no enraizamento da árvore que acarretou no 

deslocamento do grupo externo e os táxons S. irciniae DQ180743.1, S. spongiae DQ 

167234.1 para o grupo 1 (Figura 3). 

 

Figura 3. Árvore filogenética construída pelo método Inferência Bayesiana (KHI-INV).   

 (*) Ramos azuis probabilidade < 70%. Ramos em preto probabilidade ≥ 70%; Ramos em vermelho 

probabilidade ≥ 90%. **Errata, onde vê-se S.51 entender S.21.  

      Grupo1  

      Grupo 2 

      Grupo 3 

      Grupo 4 

      Grupo 5 

A cepa IPA-S.111 foi muito similar aos acessos S. upenei JQ670746.1 (99,93 

%), S. algae NR 028673.1 (99,64 %) e S. haliotis EF178282.1 (99,71 %). Por fim, a 
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cepa IPA-S.252 apresentou grande similaridade aos táxons S. upenei JQ670746.1 (99,93 

%), S. algae NR 028673.1 (99,64 %) e S. haliotis EF178282.1 (99,71 %). 

 

DISCUSSÃO 

Neste aspecto a caracterização fenotípica tem importância crucial não apenas na 

caracterização, mas também no processo de identificação entre espécies. As cepas IPA-

S.111 e IPA-S.252, quando comparadas a S. upenei são morfologicamente semelhantes 

(KIM et al., 2011). Entretanto, apresentam similaridades a S. algae por apresentarem 

testes positivo para Esculina, crescimento até 44 ºC, apresentar conteúdo G+C de 54 %, 

assim como sua sensibilidade a Ampicilina, esta observada apenas na cepa IPA-S.111. 

Ademais, a cepa S.252 difere da S. upenei por apresentar teste positivo para β-

Galactosidase. Por fim, S.111 e S.252 apresentam teste positivo para Ornitina, 

incompatível com o mesmo teste para S. algae (SIMIDU et al., 1990). Cepas isoladas 

por HAN et al. (2017), apresentaram sensibilidade aos antibióticos tetraciclinas e 

cloranfenicol, assim como o presente trabalho.  

Em estudos realizados por JUNG-SCHROERS et al. (2017), puderam ser 

testados peixes doentes e peixes clinicamente saudáveis em ambiente aquático, sendo 

isoladas diferentes espécies de Shewanella. Isso indica que Shewanella spp. atua como 

um patógeno secundário em meio aquático. Contudo, foi constatado, pelo mesmo autor, 

que a virulência de Shewanella spp. provavelmente não depende da espécie, mas do 

isolado. Muitos isolados de Shewanella spp. estavam apresentando múltiplas 

resistências contra antibióticos de rotina. Sendo assim, necessária a investigação dos 

antibióticos mais eficazes contra cada cepa de Shewanella (JUNG-SCHROERS et al., 

2017).  

A exemplo no isolamento e identificação de S. algae em Cynoglossus 

semilaevis, a caracterização morfológica combinada com testes bioquímicos e 

fisiológicos, foram cruciais para apontar os isolados como prováveis cepas de S. algae. 

Contudo, apenas a partir do sequenciamento completo do gene rRNA 16S, 

correspondendo 1509pb foi possível confirmar a espécie (HAN et al., 2017). O 

alinhamento, utilizado na construção das árvores fenética e filogenéticas, foi composto 

por 1405, representando 91,88 % do gene 16S rRNA da Escherichia coli, dados 

semelhantes aos observados por KIM et al. (2011) em estudos utilizando S. upenei.   



    66 

 

O método com maior suporte estatístico foi a Inferência Bayesiana (I.B.) 

justificado pelas probabilidades observadas nos ramos criados, não obstantes os 

métodos Neighbor-Joining e Máxima verossimilhança apresentaram topologias 

semelhantes a outros estudos realizados (KIM et al., 2007; KIM et al., 2011). No 

entanto, a mudança do enraizamento da árvore Bayesiana constata que o grupo externo 

utilizado (Vibrio cholerae) não foi adequado, ainda que este grupo externo venha sendo 

utilizado em vários estudos (KIM et al., 2011; PARK et al., 2009). Ainda, a topologia 

da árvore foi compatível com outros estudos realizados com espécies do gênero 

Shewanella utilizando-se do método Neighbor-Joining (SIMIDU et al., 1990; 

IVANOVA et al., 2003; KIM et al., 2007; KIM et al., 2011).  

As cepas em análise foram identificadas com o auxílio do NCBI-GenBank e 

RDP-Seqmach como pertencentes ao Gênero Shewanella, espécie Shewanella algae. O 

método mais confiável para a identificação de espécies é o sequenciamento de rRNA 

16S (JUNG-SCHROERS et al., 2017). Todas as cepas analisadas apresentaram 

similaridade maior que 99,8 % com o táxon S. upenei JQ670746.1 (99,93 %), sendo este 

similar em 99,64 % a S. algae NR 028673.1. HAN et al. (2017) identificam a espécie S. 

algae com identidade de 99,86 %, 99,86 % e 99,80 %, respectivamente aos acessos S. 

ATCC51192 (NR117771), YJ06114 (EF542799) e MAS2737 (GQ372875). A maior 

similaridade a S. upenei pode ser justificada pelo processo de edição no alinhamento, na 

qual foram deletados trechos iniciais e finais do alinhamento objetivando eliminar falsas 

apomorfias. Esta técnica pode ter eliminado, das análises filogenéticas, mutações que 

distanciariam as cepas analisadas da S. upenei. Contudo, estudos realizados por JUNG-

SCHROERS et al. (2017) apontam a criação de um grupo parafilética entre amostras 

isoladas de Shewanella ssp., apontando alta diversidade com diversos tipos de cepas 

neste gênero. Ademais, espécies distintas como S. aquimarina e S. loihica apresentaram 

similaridade de 99,85 %, S. sairae e S. marinintestina com similaridade de 100 %, a 

demais as espécies S. sediminis e S. affinis.  

Como nos gêneros Burkholderia (COENEY et al., 2001) e Bradyrhizobium 

(GERMANO et al., 2006; MENNA et al., 2006) o gene 16S rRNA apresenta baixa 

variabilidade, o que dificulta a clara definição de espécie (FIGUEIREDO et al., 2010). 

Ainda, a alta taxa de transferências horizontais de materiais genéticos em bactérias torna 

os genomas dinâmicos, ocorrendo comumente perdas e incorporações de materiais 

genéticos (GEVERS et al., 2005). Desta forma, torna-se necessária a realização de 
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análises complementares com o gene gyrB (YAMAMOTO & HARAYAMA, 1995), o 

gene 23S rDNA ou espaço intergênico 16S-23S rRNA (IGS, região intergênicas), que 

apresentam maior variabilidade entre as espécies (GERMANO et al., 2006).  

Quanto à aplicação na aquicultura, vários estudos apontam a Shewanella algae 

com potencial probiótico. A cepa IPA-S.252 isolada do trato digestivo do camarão 

Litopenaeus vannamei, apresentou resultado positivo para produção de biofilme e alta 

aderência ao substrato analisado. A competição pela aderência entre bactérias 

probióticas e patogênicas pode trazer benefícios ao hospedeiro, uma vez que a 

capacidade em aderir ao trato digestivo pode promover competição por substrato com 

bactérias patogênicas e ainda, em alguns casos, inibir patógenos por alelopatia. 

Ademais, a colonização bacteriana simbiótica do intestino de peixes e crustáceos está 

diretamente relacionada à sua capacidade de aderir à superfície da mucosa intestinal 

(SHAKIBAZADEH et al., 2012; WESTERDAHL et al., 1991; OLSSON et al., 1992).  

No ambiente de cultivo, a alta produção de biomassa, observada na cepa IPA-

S.111,  e biofilme, observada na IPA-S.252, pode produzir incremento na produção de 

biofloco bacteriano, consequentemente aumentando a demanda de alimento fresco para 

o camarão. Isto se dá pelo fato das cepas IPA-S.111 e IPA-S.252 combinarem 

crescimento rápido e grande produção de biomassa. Ainda, a baixa produção de 

biofilme produzido pela IPA-S.111 favoreceria a formação de aglomerados celulares 

dispersos no cultivo. Este, por sua vez proporcionaria a formação do biofloco.  

Adicionalmente, a alta atividade bioquímica, como alta digestibilidade de 

proteínas e carboidratos (GOUVEIA, 2012), além de outras atividades observadas nas 

cepas, sustenta a hipótese de que estas bactérias podem atuar na melhoria da qualidade 

da água do cultivo. Em adição ao fato de que, em estudos em andamento (dados não 

publicados), as cepas IPA-S.51 e IP-S.252 apresentaram antagonismo às espécies Vibrio 

harveyi e V. parahaemolyticus, resultados que corroboram os relatados por 

Shakibazadeh et al. (2008; 2012), fato este que aumenta a necessidade do 

esclarecimento sobre a especiação destas cepas.  
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5 ARTIGO 3 

 

Patente: “Composto probiótico para aplicação no sistema intensivo heterotrófico em cultivo de 

crustáceos e peixes”. 
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RESUMO 

A invenção consiste de preparado probiótico para 

administração regular em sistemas de cultivo 

intensivo heterotrófico. O probiótico é composto 

pelas cepas bacterianas Shewanella algae cepa IPA-

252 e IPA -111, e a bactéria Bacillus subitilis, cepa 

IPA-51. É caracterizado por ser uma solução 

probiótica destinada a aplicação em sistemas de 

biofloco para cultivo de peixes ou crustáceos. Este 

preparado probiótico possui ação antimicrobiana 

contra diversas espécies de Vibrio sp., atuando na 

ciclagem da matéria orgânica, com capacidade de 

aderência ao trato digestivo e melhoria nas taxas de 

conversão alimentar dos animais cultivados. 

Ademais, acentua a produção de biofloco, 

estimulando o desenvolvimento de alimentos vivos, 

como zooplânctons em suspensão no sistema e, 

ainda, estimula a atividade imune em crustáceos. 
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6 CONCLUSÕES 

As cepas estudadas mostraram-se como bactérias importantes na dinâmica do cultivo 

intensivo heterotrófico do camarão Litopenaeus vannamei. A identificação parcial do gene 

rRNA 16S somado a técnica de BOX PCR apontaram identidades as cepas apenas a nível de 

gênero. Contudo, apontaram cepas do gênero Shewanella presentes tanto no camarão quanto 

na água de cultivo com candidatas a probiótico.  

A caracterização morfológica, bioquímica, antibiograma e a avaliação da produção de 

biofilme apresentaram divergências entre as cepas de S. algae IPA-S.111 e IPA-S.252 

estudadas, apontando características e aplicações probióticas e prebióticas no cultivo de 

camarões. A análise filogenética do 16S rRNA revelou várias incongruências quanto à 

validade de algumas espécies. As cepas devem ser reavaliadas filogeneticamente com o 

auxilio dos genes gyrB, 23S rDNA e espaço intergênico 16S-23S rRNA, além de reavaliação 

da bactéria S. upenei como espécie e a relação entre S. aquimarina e S. loihica, S. sairae e S. 

marinintestina e entre as espécies S. sediminis e S. affinis. Assim, torna-se crucial a 

preservação de um possível produto probiótico através de um pedido de patente.   
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