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RESUMO

PINTO, Vilson Borba. Uso de probidticos na alimentacado de larvas de jundia
(Rhamdia quelen, Quoy & Gaimard, 1824). 2015. 56f. Disserta¢do (Mestrado).
Programa de P6s-Graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas.

A larvicultura é a fase mais importante no cultivo de peixes, pois ao nascer seu
organismo nédo esté totalmente formado e problemas em sua ontogenia acarretarao
complicagBes por toda a vida. Os probioticos tém sido eficientes na modulagéo do
microbioma intestinal a qual interfere na salde e crescimento das larvas sendo
substitutos aos antibidticos. O jundia € um peixe que se apresenta promissor para
ser produzido em larga escala, porém a elevada desuniformidade no crescimento
que culmina em canibalismo, dificulta 0 manejo e aumenta as perdas. Assim,
avaliou-se o desempenho, uniformidade e taxa de mortalidade de larvas de jundia
alimentadas com ragéo contendo diferentes probiéticos. Durante 21 dias, larvas de
jundid com 4 dias pods ecloséo, 1,00 mg de peso médio e 4,75 mm de comprimento
total médio foram cultivadas em 16 aquérios totalizando 100 larvas por unidade
experimental. A partir de um delineamento inteiramente casualizado, foram testadas
as seguintes dietas em quatro repeticbes: CO: ragdo controle, sem adicdo de
probidtico; PP: ragdo com Pichia pastoris; SB: ragdo com Saccharomyces boulardii e
BT: racdo com Bacillus cereus var. toyoi. Dentre os probidticos testados, Bacillus
cereus var. toyoi apresentou os melhores resultados, pois ao final da primeira
semana as larvas desse tratamento estavam 25% mais pesadas que as do controle
e ao final do experimento a diferenca aumentou para 28%. Além disso, BT também
melhorou a uniformidade e o fator de condigdo. As larvas alimentadas com
Saccharomyces boulardii apresentaram menor peso dentre todos os tratamentos.
Pichia pastoris proporcionou as larvas um crescimento semelhante ao tratamento
controle. Portanto, conclui-se que Bacillus cereus var. toyoi melhora o desempenho
e a uniformidade de larvas de jundia e que cerca de 28% da perda de peso nessa
fase esta ligada & microbiota intestinal, visto que a acdo probidtica ocorre no
intestino.

Palavras-chave: peixe, microbiota intestinal, Bacillus cereus var. toyoi,
Saccharomyces boulardii, Pichia pastoris.



ABSTRACT

PINTO, Vilson Borba. Probiotics use in the feed of jundid larvae (Rhamdia
quelen, Quoy & Gaimard, 1824). 2015. 56f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de
Pés-Graduagdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas.

Larviculture is the more important stage in fish farming, because larva’s body is not
totally complete to the hatching and the problems in ontogeny will conduce to
deficient growth for all life. Probiotics have been efficient in intestinal microbiome
modulation which interferes in the health and growth of fish larvae. Jundia is a fish
that presents promissory for intensive farming, although high heterogeneity lead to
cannibalism, difficult the handling and increase the lost. Thus, we evaluated the
performance, uniformity and mortality rate of the jundid (Rhamdia quelen) larvae fed
with different probiotics. During 21 days jundia larvae with four days post hatching,
1.00 mg of average body weight and 4.75 mm of total length were farming in 16 glass
aquaria, totaling 100 larvae per experimental unit. From a complete randomized
design, were tested the following diets in four replicates. CO: control feed, without
probiotic; PP: feed with Pichia pastoris; SB: feed with Saccharomyces boulardii and
BT: feed with Bacillus cereus var. toyoi. Among tested probiotic, Bacillus cereus var.
toyoi showed the best results, because at the end of the first week, larvae were 25%
heavier than CO and at the end of the try the difference increased to 28%. Besides,
BT also promoted high uniformity, and Fulton’s condition factor. Larvae fed
Saccharomyces boulardii showed the lowest body weight and those fed Pichia
pastoris grew similarly to the control diet. Mortality rate was not affected by
treatments. Therefore, we concluded that Bacillus cereus var. toyoi improve the
performance and uniformity of the jundi& larvae and that around of 28% of the weight
loss in this stage is linked to the intestinal microbiota.

Keywords: fish, intestinal microbiota, Bacillus cereus var. toyoi, Saccharomyces
boulardii, Pichia pastoris.
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1. INTRODUCAO

A larvicultura é sem duvida a fase mais critica no cultivo de peixes, pois
devido ao organismo nédo estar completamente formado ao nascer (POWER et al.,
2008; RONNESTAD et al., 2013) as larvas sao desafiadas por uma série de fatores
como a qualidade da agua, predadores e doencas.

Considerando que as principais atividades das larvas sdo comer e evitar ser
comida, quanto antes se completar a formagéo dos 6rgéos (processo chamado de
ontogenia), maiores sdo as chances de sobrevivéncia (RONNESTAD et al., 2013).
Esse tempo varia de espécie para espécie e pode ser mais moroso caso as
condi¢des de alimentagdo e ambiente ndo sejam adequadas (AMORIN et al., 2009;
LEITAO et al., 2011; POWER et al., 2008).

Quando inicia a alimentacdo exdgena, as larvas de peixe sdo expostas a
vérias desordens da microbiota intestinal (NAYAK, 2010) além da ineficiente
digestdo das racdes (KOLKOVSKI, 2001), porque o sistema imune e digestorio ndo
estio totalmente funcionais (RONNESTAD et al., 2013; ZAPATA; CORTES, 2008), o
gue culmina em baixo desempenho e sobrevivéncia. Sabe-se que 0 alimento vivo
propicia melhor crescimento na fase larval devido a melhor digestdo (CAHU;
ZAMBONINO-INFANTE, 2001; DIEMER et al., 2012), porém n&o atua sobre a
microbiota intestinal enquanto que os antibidticos atuam nesta e ndo sobre aquela
(MCPHEARSON et al., 1991).

Embora o alimento inerte ndo tenha se mostrado suficiente para a obtencéo
dos melhores resultados na larvicultura e aumente a mao de obra devido a elevada
frequéncia alimentar necessaria nessa fase, € de facil obtengcdo e extremamente
necessario para que o organismo da larva se adapte a digestdo dos ingredientes

que, mais tarde, se tornarédo sua principal fonte de nutrientes. Por outro lado, durante
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muito tempo os antibiéticos foram utilizados como promotores de crescimento pela
diminuicdo da populacdo bacteriana patogénica intestinal (MCPHEARSON et al.,
1991), porém devido ao aumento de populagbes resistentes e aos residuos
acumulados tanto no organismo animal quanto no ambiente (MANZETTI; GHISI,
2014), passou-se a buscar alternativas.

A partir de estudos se verificou que substéncias liberadas por alguns
protozodrios em seu meio de cultivo promoviam maior crescimento de outros
microrganismos e, embora outras denominacdes tenham sido usadas para o
microrganismo produtor da substéncia estimulante, o termo ‘probidtico’ surgiu em
1965. Assim, seu significado inicial foi justamente o oposto ao do antibidtico (LILLY;
STILLWELL, 1965). Com o passar dos anos observou-se efeito similar aos
antibioticos e o significado da palavra ‘probiético’ tornou-se mais ampla e, para que
ndo houvesse confusdo, FULLER (1989) sugere que probioticos sdo microrganismos
vivos suplementados na alimentagdo os quais afetam beneficamente o animal
hospedeiro por melhorar o balan¢co da microbiota intestinal.

Existem vérias formas de atuacdo incluindo inibicdo de patégenos via
producdo de compostos antagbnicos, competicdo por sitios de ligacdo, competicao
por nutrientes, alteracdo da atividade enzimética do patégeno, fungbes imuno-
estimulatérias e aumento da digestibilidade e aproveitamento do alimento pela
liberacdo de enzimas digestivas (KESARCODI-WATSON et al.,, 2008). E, ao
contrario do que muitos pesquisadores buscam, os probidticos ndo precisam
necessariamente colonizar e ser um membro permanente do intestino, desde que
tenham pelo menos um modo de agéo especifico, pois pode ser utilizado um
conjunto de microrganismos (KESARCODI-WATSON et al., 2008). Bactérias e
leveduras sdo mais comumente usadas pela facilidade de multiplicagéo e pelos
beneficios ja descritos na literatura. Bacillus cereus var. toyoi e Saccharomyces
cerevisiae sdo largamente citados como imuno-moduladores e promotores de
crescimento (LARA-FLORES et al., 2003; ABU-ELALA et al., 2013; SCHAREK et al.,
2007; SCHIERACK et al., 2007) enquanto que poucos sdo os dados disponiveis
sobre a levedura Pichia pastoris.

O jundia (Rhamdia quelen, Quoy & Gaimard, 1824) é um peixe que tem
distribuic&o neotropical, do norte do México ao Sul da Argentina. E da ordem dos

Siluriformes, caracterizada pela auséncia de escamas, presenca de barbilhdes e
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cabeca achatada, sendo os peixes com essas caracteristicas chamados de bagres.
Possui habito onivoro generalista na natureza, ou seja, alimenta-se de grande
variedade de itens de acordo com a disponibilidade (BALDISSEROTTO & RADUNZ
NETO, 2004; GOMIERO et al., 2007) e dessa forma, aceita bem as racoes
formuladas com os mais diversos ingredientes. Por ser adaptado ao clima
subtropical e possuir caracteristicas proprias para o processamento industrial
(GOMES et al., 2000; GOMIERO et al., 2007), é considerado promissor para a
piscicultura da regido sul do Brasil.

Pelo exposto, esta pesquisa tem como objetivo avaliar o desempenho,
uniformidade e taxa de mortalidade de larvas de jundid alimentadas com racéo

suplementada com diferentes tipos de probidticos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTIBIOTICOS

Segundo Manzetti e Ghisi (2014) os antibiéticos sdo usados desde sua
descoberta com a “imagem” de ser remédio para inflamacdes, infec¢des e doencas.
Entdo, como os animais sdo susceptiveis a bactérias potencialmente patogénicas
como Escherichia coli e Salmonella ssp., passaram a ser usados como forma
preventiva e terapéutica e em doses subterapéuticas como promotores de
crescimento (ENGBERG et al., 2000; MCPHEARSON et al., 1991).

Porém, o uso indiscriminado gera uma grande quantidade de metabdlitos
que, mais cedo ou mais tarde, retornam aos humanos e animais pelo alimento e até
mesmo por &guas consideradas impenetrdveis a contaminacdo como as
subterraneas (MANZETTI; GHISI, 2014).

McPhearson et al. (1991) avaliaram a resisténcia das bactérias de diferentes
ambientes a alguns antibidticos. Eles relataram que 53,4% das bactérias
encontradas no sedimento de tanques de catfish (Ictalurus punctatus) historicamente
tratados com antibioticos eram resistentes a tetraciclina e 69,1% a oxitetraciclina.
Enquanto que, em tanques sem tratamento os valores diminuiram para 14,3 e 25%,
respectivamente, sendo os menores indices encontrados em rios, pois apresentaram
0,7 e 0,8%, respectivamente. A problemética é que enquanto houver um minimo de
bactérias resistentes, como no caso dos rios, o uso continuo dos antibiéticos levara
as bactérias susceptiveis a morte e, consequente, predominio das sobreviventes

pela maior disponibilidade de recursos, visto que a competi¢édo diminui.
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Esses fatores levaram a proibicdo do uso de antibiéticos e a intensificagcao
da fiscalizagédo por parte das autoridades. Isso acarretou em impacto na produgao
animal de modo que ativamente passou-se a procurar alternativas (GUNAL et al.,

2006) e, para esse fim, os probioticos e prebioticos tem se mostrado promissores.

2.2 PROBIOTICOS, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS

A partir de estudos realizados por Lilly e Stillwell (1965) verificou-se que
substancias liberadas por alguns protozoarios em seu meio de cultivo promoviam
maior crescimento de outros protozoarios e, embora diversas denominag¢des tenham
sido usadas para o microrganismo produtor da substancia estimulante, o termo
‘probidtico’ surgiu em 1965. Assim, seu significado inicial foi justamente o oposto ao
do antibiético.

Com o passar dos anos observou-se efeito similar aos antibioticos e o
significado da palavra ‘probiético’ tornou-se mais ampla e, para que ndo houvesse
confusdo, Fuller (1989) sugere que probidticos sd&o microrganismos Vivos
suplementados na alimentagdo os quais afetam beneficamente o hospedeiro por
melhorar o balango da microbiota intestinal. Por outro lado, os prebibticos séo
ingredientes n&o digestiveis pelo hospedeiro, que seletivamente estimulam o
crescimento e/ou atividade de um ou limitado namero de bactérias no intestino
(GIBSON et al., 2004).

O exemplo mais classico de prebidtico sdo os mananoligossacarideos
(MOS). Esses acucares podem ser usados como inibidores da ades&o de patégenos
as ceélulas intestinais, pois a adeséo ocorre pela interacdo das bactérias (via proteina
lectina) com grupos de carboidratos especificos presentes na superficie das células.
Os MOS resistem a passagem pelo trato gastrointestinal e imitam os grupos de
carboidratos especificos das células intestinais favorecendo que as bactérias se
liguem a ele e sejam eliminadas via fezes (TORRECILLAS et al.,2014).

Assim, os probidticos sdo organismos vivos, 0s prebidticos sdo ingredientes
e 0s simbibticos a combinacao dos dois.

Embora o objetivo inicial do uso dos probidticos fosse substituir os
antibioticos apenas no controle das bactérias intestinais, varios outros beneficios

foram verificados. Por exemplo, Gunal et al. (2006) relataram que a altura das
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vilosidades do intestino de frangos que receberam probidtico foi maior em
comparacdo ao antibidtico. Neste estudo o crescimento foi semelhante entre os
tratamentos, o que, segundo aos autores foi devido as condi¢cdes ambientais

estarem ideais de modo que nao foi causado nenhum desafio aos animais.

2.3 PROBIOTICOS NA LARVICULTURA

Segundo Kesarcodi-Watson et al. (2008), existem multiplas vias nas quais 0s
probiéticos podem ser benéficos para os peixes, seja agindo isoladamente ou em
combinagdo com outros. Isso inclui inibicdo de patégenos via producdo de
compostos antagdnicos, competi¢do por sitios de ligacdo, competicdo por nutrientes,
alteracdo da atividade enzimética dos patdgenos, fun¢des imunoestimulatérias e
beneficios nutricionais como a melhora da digestibilidade e aproveitamento do
alimento.

Lobo et al. (2014a,b) relatam vérios beneficios do uso da bactéria
Shewanella putrefaciens na alimentagédo de larvas de linguado (Solea senegalensis).
A partir da ingestdo diaria e colonizagdo do trato gastrointestinal, S. putrefaciens
promoveu melhor relacdo de &cidos graxos 6megas, maior atividade enzimatica
digestiva, maior crescimento em peso e comprimento, menor variagdo nos
comprimentos e antecipagédo da metamorfose.

Mesmo n&o havendo melhora na sobrevivéncia no estudos citados, todos os
beneficios indicados sdo altamente desejaveis nessa fase, pois no cultivo em
tanques escavados as larvas de peixes estdo sujeitas a riscos de toda ordem, uma
vez que seus sistemas de locomogdo, digestdo, nervoso e imune nao estao
completamente desenvolvidos (PITTMAN et al., 2013; ROINNESTAD et al., 2013).

2.4 PICHIA PASTORIS

A levedura Pichia pastoris possui, além de outros fatores, uma alta
capacidade de produzir proteinas e, por isso, € o sistema mais efetivo e versétil para
a producdo de proteinas heter6logas (POTVIN et al., 2012). Na literatura, sdo
encontrados inimeros trabalhos em que ela é produtora de enzimas como xilanase e
fitase sendo o0s genes provenientes dos mais diversos microrganismos
(KARAOGLAN et al.,, 2014; RODRIGUEZ et al., 2000). Tem funcionado também
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como forma de vacinagdo contra coccidiose uma vez que a proteina responséavel
pelo reconhecimento do patégeno pelo sistema imune é nela expresso via proteina
recombinante (ZHANG et al., 2014).

Além disso, Chen et al. (2000) usaram essa levedura para expressar gene
de hormdnio do crescimento (GH) recombinante de suino e com sua inclusédo na
dieta os animais cresceram mais.

Gil de los Santos et al. (2012) compararam o desempenho de frangos de
corte que receberam ragcdo contendo os probitdticos P. pastoris, P. pastoris
recombinante Clostridium perfringens e B. cereus var. toyoi com uma ragéo controle.
Os autores relataram que a P. pastoris que expressou os genes do Clostridium
perfringens promoveu melhor crescimento e resposta imune enquanto que a comum
apresentou desempenho semelhante ao controle.

Assim, P. pastoris apresenta varias utilidades e, antes de partir para o uso
de genes recombinantes, resta saber se ela na sua forma comum apresenta algum

beneficio para larvas de jundié.

2.5 SACCHAROMYCES BOULARDII

Segundo Czerucka et al. (2007), Saccharomyces boulardii € naturalmente
resistente aos antibiéticos e por isso, pode ser prescrita a pacientes sob tratamento
com antibidticos. Essa caracteristica permite a recuperagdo mais rapida, uma vez
que Im e Pothoulakis (2010) descrevem que a levedura modifica a expressao da
viruléncia de bactérias e libera enzimas que degradam suas toxinas, além de
diminuir a resposta inflamatéria.

Abu-Elala et al. (2013) relataram que a S. cerevisiae melhorou o
crescimento e estimulo da resposta imune néo especifica de juvenis (80g) de tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus). Da mesma forma Waché et al. (2006) também
relataram que esta levedura acelerou a maturagdo do sistema digestoério de larvas

de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) comparado ao grupo controle.

2.6 BACILLUS CEREUS VAR. TOYOI

Bacillus cereus var. toyoi € uma bactéria que, embora pouco estudada em

peixes, tem se mostrado eficiente para estimular o sistema imune de leitdes
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(SCHAREK et al., 2007; SCHIERACK et al., 2007) e frangos (GIL DE LOS SANTOS
et al., 2012) melhorando o desempenho.

Souza et al. (2012) n&o observaram diferencas no crescimento de larvas de
jundia (160mg) quando Bacillus cereus var. toyoi (5 x10® CFU-mI™) ou
Saccharomyces boulardii (2 x 10° CFU-mI™) foram inoculados na agua de cultivo
durante 30 dias, no entanto os mesmos autores relataram um efeito inibitério, in
vitro, desses probibticos sobre Vibrio carchariae.

As bactérias, como € o caso do B. cereus var. toyoi, possuem a capacidade
de formar esporos e retornar a forma ativa quando as condigdes ambientais
favorecem (HONG et al., 2005; NICHOLSON et al., 2000). Isso significa que passam

com facilidade pelo estbmago sem serem degradadas pelo &cido estomacal.
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3.1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

A larvicultura é sem duvida a fase mais critica no cultivo de peixes, pois
mesmo n&o tendo o organismo completamente formado ao nascer (POWER et al.,
2008; RONNESTAD et al., 2013), as larvas séo desafiadas por uma séries de fatores
como a qualidade da agua, predadores e doengas. Entdo, considerando que as
principais atividades das larvas sédo comer e evitar ser comida, quanto antes se
completar a formagdo dos o6rgdos (ontogenia), maiores sdo as chances de
sobrevivéncia (RONNESTAD et al., 2013) sendo que esse tempo varia de espécie
para espécie e pode ser mais moroso caso as condi¢des de alimentacdo e ambiente
nao sejam adequadas (AMORIN et al., 2009; LEITAO et al., 2011; POWER et al.,
2008).

Quando iniciam a alimentagdo exdgena, as larvas de peixe sdo expostas a
vérias desordens da microbiota intestinal (NAYAK, 2010) além da ineficiente
digestdo das racdes (KOLKOVSKI, 2001), porque o sistema imune e digestorio ndo
estéo totalmente funcionais (RONNESTAD et al., 2013; ZAPATA; CORTES, 2008), o
que culmina em baixo desempenho. Embora o alimento vivo propicie melhor
crescimento que a racdo por melhorar a digestdo, ela é de facil obtencdo e
extremamente necesséria para que o organismo da larva se adapte a digestdo dos
ingredientes que, mais tarde, se tornardo sua principal fonte de nutrientes (CAHU,
ZAMBONINO-INFANTE, 2001; DIEMER et al., 2012).

Durante muito tempo os antibidticos foram utilizados como promotores de
crescimento pela diminuicdo da populagcdo bacteriana patogénica intestinal
(MCPHEARSON et al., 1991), porém devido ao aumento de populacdes resistentes
e aos residuos acumulados tanto no organismo animal quanto no ambiente
(MANZETTI; GHISI, 2014), passou-se a buscar alternativas.

A partir de estudos se verificou que substancias liberadas por alguns
protozoérios em seu meio de cultivo promoviam maior crescimento de outros e,
embora outras denominag¢des tenham sido usadas para 0 microorganismo produtor
da substancia estimulante, o termo ‘probiético’ surgiu em 1965 e seu significado
inicial foi justamente o oposto ao do antibiético (LILLY; STILLWELL, 1965). Com o

passar dos anos observou-se efeito similar aos antibiéticos e o significado da palavra
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‘probidtico’ tornou-se mais ampla e, para que ndo houvesse confusdo, FULLER
(1989) sugere que probidticos sdo microrganismos vivos suplementados na
alimentacdo os quais afetam beneficamente o animal hospedeiro por melhorar o
balan¢o da microbiota intestinal.

Existem varias formas de atuagdo incluindo inibicAo de patégenos via
producdo de compostos antagbnicos, competicdo por sitios de ligacdo, competicao
por nutrientes, alteracdo da atividade enzimética do patégeno, fungbes imuno-
estimulatérias e aumento da digestibilidade e aproveitamento do alimento pela
liberacdo de enzimas digestivas (KESARCODI-WATSON et al.,, 2008). E, ao
contrario do que muitos pesquisadores buscam, os probidticos ndo precisam
necessariamente colonizar e ser um membro permanente do intestino, desde que
tenham pelo menos um modo de acdo especifico, pois pode ser utilizado um
conjunto de microrganismos (KESARCODI-WATSON et al, 2008). Nota-se,
portanto, que o alimento vivo auxilia na digestdo, mas ndo na microbiota, que o
antibiético atua na microbiota, mas nao na digestdo e que o probidtico atua em
ambas.

Bactérias e leveduras sdo mais comumente usadas pela facilidade de
multiplicacéo e pelos beneficios ja descritos na literatura. Bacillus cereus var. toyoi e
Saccharomyces boulardii sdo largamente citados como imuno-moduladores e
promotores de crescimento (MARTINS et al, 2013; ABU-ELALA et al., 2013;
SCHAREK et al.,, 2007; SCHIERACK et al.,, 2007) enquanto que poucos Sao 0S
dados disponiveis sobre a levedura Pichia pastoris.

O jundia é um peixe de habito bentdnico adaptado ao clima subtropical, que
se alimenta de uma grande variedade de itens e possui caracteristicas proprias para
0 processamento industrial (GOMES et al., 2000; GOMIERO et al., 2007), sendo,
portanto, promissor para a piscicultura da regiéo sul do Brasil embora na larvicultura
ocorram varios problemas relativos a disparidade de crescimento. Com a
heterogeneidade, aumenta o canibalismo principalmente no ambiente de cultivo
onde os peixes estdo impossibilitados de escapar da predagdo (BARAS; JOBLING,
2002). Nesse sentido, Lobo et al. (2014) relataram que larvas de Solea senegalensis
apresentaram menor variagdo de tamanho quando foi adicionado probidtico na
racao.

Pelo exposto, esta pesquisa tem como objetivo avaliar o desempenho de
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larvas de jundia alimentadas com ragdo contendo diferentes tipos de probiéticos.

3.2 OBJETIVOS E METAS

3.2.1 Gerais
Avaliar o desempenho de larvas de jundia alimentadas com diferentes probioticos

3.2.2 Especificos

Avaliar mudangas morfoldgicas das larvas no periodo de ontogenia;
Avaliar o desempenho

Avaliar a sobrevivéncia;

Avaliar a heterogeneidade do lote

Avaliar o desenvolvimento do trato digestério com diferentes probiéticos
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Animais e instalagfes

As larvas serdo obtidas a partir de reproducdo induzida realizada no
laboratério de Ictiologia da Universidade Federal de Pelotas. Logo que iniciarem a
alimentacdo exogena (+ 4 dias pds eclosdo), duas mil larvas serdo coletadas e
distribuidas ao acaso em 20 bandejas plasticas (100 larvas/bandeja) com dimensdes
de 19x27,5x7 cm (LxCxA) onde permaneceréo por 21 dias. As bandejas possuem o
fundo telado (200 micras) e cada uma sera suspensa em um aquario de 40L
(30x50x27 cm, LxCxA) de modo que permaneca 4 cm submersa. Os aquarios, por
sua vez, estardo conectados em um sistema fechado de recirculacdo de agua e
serdo abastecidos por torneiras posicionadas na parte superior para que a agua caia
dentro da bandeja. Para manter a qualidade da &gua, a vazdo sera ajustada
semanalmente e o efluente saird pela parte inferior de cada aquario, sendo

conduzida até um filtro biolégico.

3.3.2 Tratamentos e alimentagéo

Sera utilizada racédo a base de figado e levedura de cana inativa (CARDOSO
et al., 2004) com granulometria de 200-400 p. A alimentacdo sera fornecida a
vontade com intervalos de 2 horas, manualmente das 08:00 as 22:00 e com
alimentadores automaticos das 00:00 as 06:00 totalizando 12 refeicdes diarias.

Serdo avaliados, na concentracdo de 1x10° CFU, Pichia pastoris (PP),
Saccharomyces boulardii (SB) e Bacillus cereus var. toyoi (BT9) , sendo este Ultimo
também avaliado na concentracdo de 1x10'° CFU (BT10) além de uma ragéo
controle (CT) em que ndo seré acrescido probiotico.

Os probidticos serdo adquiridos no Departamento de Biotecnologia da
UFPEL, sendo que sua forma de apresentacdo sera em meio liquido.

Para a confeccdo das racgbes, todos os ingredientes serdo moidos e
peneirados em malha de 100 y, misturados (inclusive os probiéticos quando for o

caso), peletizados a frio em moedor de carne e secos em estufa a 37°C por 48 hs.



22

3.3.3 Manejo e avaliag6es de desempenho

Diariamente serd feita a troca das bandejas sujas por limpas, momento em
que sera avaliada a ocorréncia de mortes, as quais serdo anotadas diariamente.

Para a avaliagdo de peso e comprimento iniciais, antes da contagem, seréo
realizadas cinco amostragens de dez larvas e, ap0s anestesia com eugenol
(20mg/L), cada grupo de larvas serd pesado em balanca analitca com 3 casas
decimais sendo realizada a média de peso em cada grupo. As medidas de
comprimento serdo realizadas individualmente em papel milimetrado. Aos 7, 14 e 21
dias serdo coletadas aleatoriamente 10 larvas de cada aquério e apds anestesia
serdo pesadas e medidas individualmente e logo fixadas em solugéo de formalina
4% em padrédo fosfato 0,1M (pH 7,4) por 6 horas em temperatura ambiente sendo
armazenadas em etanol 70% para posterior avaliacdo do estagio ontogénico.

A partir dos dados de peso e comprimento total (CT), seréo avaliados taxa de
crescimento especifico (TCE), fator de condigdo (FC), sobrevivéncia (SOB) e
uniformidade do lote (V).

As equagdes utilizadas serao:

TCE, %/dia = 100x[(LnPi — LnPf)/dias] onde Pi e Pf s&o peso inicial e peso
final, respectivamente;

FC =100 x Pf/CT®

SOB, % = 100 x Nf/Ni, onde Nf e Ni equivalem a namero final e inicial de
larvas, respectivamente.

U, % = coeficiente de variagdo da média dado pelo programa estatistico

3.3.4 Avaliagbes ontogénicas

Para avaliagdo da ontogenia sera realizada andlise externa aos 14 e 21 dias a
partir da medic&o da distancia da boca até o anus das larvas amostradas (YAMANO
et al., 1991) e analise interna aos 7, 14 e 21 dias a partir de cortes histolégicos (4u)

realizados ap0s fixagdo em parafina (YANAGIE et al., 2009).

3.3.5 Delineamento experimental e analise estatistica
O delineamento seré inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 4 repeticbes

sendo os dados submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, a andlise de
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variancia e comparados pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.

3.3.6 Resultados e Impactos esperados

O uso de probidticos podera acelerar o processo de ontogenia das larvas de
jundid, de modo a melhorar o desempenho, sobrevivéncia e uniformidade do lote. A
producdo de maior quantidade de larvas saudaveis e homogéneas permite que sua

producéo e comercializagdo sejam aumentadas.



3.4 CRONOGRAMA DO PROJETO
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2014 2015
Atividades Outubro Novembro  Dezembro Janeiro Fevereiro
[0 11 T [ (I | I | [0
Preparo das instalacdes X
Preparo das races x
Reproducao X
Acondicionamento das larvas X
Realizacédo do experimento X X X
Biometrias X % X
Andlises laboratoriais X X
Compilacéo dos dados X X X
Revisao bibliografica X X % X X % X X %
Elaboracéo da dissertagao X X % X X X X X X%

Envio da dissertacdo a banca
Envio de artigos para publicacdo
Defesa da dissertacdo
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3.5 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos realizados com o0s animais estdo de acordo com as
recomendagdes da Resolugdo n° 1.000 de 12 de maio de 2012, que dispde sobre 0s
procedimentos e métodos de eutanasia e d& outras providéncias. O projeto serd
submetido para avaliagio do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal de Pelotas.
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4. RELATORIO DE CAMPO

4.1 LOCAL E INSTALAGCOES

A pesquisa foi realizada no laboratério de Ictiologia da Universidade Federal
de Pelotas. Duas semanas antes da data provavel de inicio do experimento, foi
montado o circuito de recirculagdo de agua composto por 16 aquarios de vidro, um
filtro biolégico de fibra de vidro com capacidade de 250L, uma bomba d’agua de 0,5
hp e um reservatério de polipropileno de 500L (Figura 1). Em cada aquario foi
colocada uma bandeja plastica com fundo telado para limitar a area disponivel,
diminuir a quantidade de larvas usadas, e facilitar o manejo (Figura 2).

Figura 1. Circuito de aquérios em sistema de recirculacéo de agua.
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Figura 2. Unidade experimental.

4.2 CONFECCAO DAS RACOES

Cinco kg de figado fresco foram triturados em liquidificador e peneirado
(100y) para retirada de veias, artérias e tecido conjuntivo (Figura 3). Desse, 4
porcdes de 1 kg foram separadas sendo que em 3 delas foram adicionados 100 ml
da solucdo com os diferentes probiéticos obtidos no Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico (CDTec) - Biotecnologia da UFPel. As quatro por¢bes de figado foram
adicionadas suas respectivas quantidades de lecitina de soja. Paralelamente os
ingredientes secos foram misturados e divididos também em quatro porcdes iguais
para entdo serem misturados com a parte umida (Figura 4). As misturas referentes
as leveduras Pichia pastoris e Saccharomyces boulardii foram peletizadas e
colocadas para secar em estufa a 37°C por 72 horas e as misturas da ragéo controle
e com o probiotico Bacillus cereus var. toyoi foram congeladas porque essas foram

secas a 55°C por 24 horas.



Figura 3. Figado bovino triturado sendo peneirado.

Figura 4. Mistura dos ingredientes secos e Umidos.
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4.3 INDUCAO A DESOVA E OBTENCAO DAS LARVAS

Alguns animais foram avaliados e entdo escolhidos duas fémeas e dois
machos para desova. Os fatores observados para selecdo das matrizes e
reprodutores foram exclusivamente a aptiddo para reprodugcédo, ndo sendo avaliadas
caracteristicas produtivas.

A reproducao foi induzida por aplicacao de horménio hipofisario de carpa na
dose de 5mg/kg de fémea e 2,5mg/kg de macho (Figura 5). As fémeas possuiam
6569 e 7889 de peso e ambas com 37 cm de comprimento total.

A agua foi mantida a 24°C e as fémeas desovaram 10 horas a partir da
segunda aplicacdo hormonal, ndo sendo necessario realizar extrusdo dos ovos. A
eclosao iniciou 24 horas ap0s a desova e a abertura da boca 72 horas apos.

No quarto dia apo6s a eclosdo, quando todas as larvas ja haviam aberto a
boca, iniciou-se a contagem (Figura 6). Grupos de 10 larvas foram separadas em
copos plasticos (50 ml) e entdo o conteddo de 10 copos eram transferidos para as
bandejas dos aquarios, totalizando 100 larvas.

Figura 5. Aplicacdo do horménio hipofisario de carpa em matriz de jundia.



Figura 6. Procedimento de contagem das larvas Rhamdia quelen.
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RESUMO

Como os probidticos tém se mostrado como uma alternativa viavel ao uso de antibidticos
como promotores de crescimento para animais foi avaliado o desempenho, uniformidade e
taxa de mortalidade de larvas de jundid alimentadas com ragdo contendo diferentes
probidticos. Durante 21 dias, mil e seiscentas larvas de jundia com 4 dias pés eclosao, 1,00
mg de peso médio e 4,75 mm de comprimento total médio foram cultivadas em 16 aquérios
totalizando 100 larvas por unidade experimental. A partir de um delineamento inteiramente
casualizado, foram testadas as seguintes dietas em quatro repeti¢cdes: CO: ragdo controle, sem
adicdo de probiotico; PP: ragdo com Pichia pastoris; SB: ra¢cdo com Saccharomyces boulardii
e BT: racdo com Bacillus cereus var. toyoi. Ao final da primeira semana as larvas do
tratamento BT apresentaram peso 25% maior que do CO e ao final do experimento a
diferenca aumentou para 28%. BT também promoveu melhor uniformidade, mas ndo afetou a
taxa de mortalidade. As larvas alimentadas com SB apresentaram menor peso dentre todos 0s
tratamentos. PP proporcionou as larvas um crescimento semelhante ao tratamento controle.
Portanto, conclui-se que Bacillus cereus var. toyoi melhora o desempenho e a uniformidade
de larvas de jundia e que cerca de 28% da perda de peso nessa fase esta ligada & microbiota
intestinal.

Palavras-chave: peixe, microbiota intestinal, Bacillus cereus var. toyoi, Saccharomyces
boulardii, Pichia pastoris.
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ABSTRACT

Due to probiotics have showed a viable alternative to the antibiotics as animal growth
promoters, we evaluated the performance, uniformity and mortality rate of the jundié
(Rhamdia quelen) larvae fed with different ones. During 21 days 1600 jundia larvae with four
days post hatching, 1.00 mg of average body weight and 4.75 mm of total length were
farming in 16 glass aquaria, totaling 100 larvae per experimental unit. From a complete
randomized design, were tested the following diets in four replicates. CO: control feed,
without probiotic; PP: feed with Pichia pastoris; SB: feed with Saccharomyces boulardii and
BT: feed with Bacillus cereus var. toyoi. At the end of the first week, BT larvae showed 25%
heavier than CO and at the end of the try the difference increased to 28%. BT also promoted
high uniformity, but not affected the mortality rate. Larvae fed SB showed the lowest weight
among treatments. PP and control diet promoted similar growth. Therefore, we concluded
that Bacillus cereus var. toyoi improve the performance and uniformity of the jundia larvae
and that around of 28% of the weight loss in this stage is linked to the intestinal microbiota.

Keywords: fish, intestinal microbiota, Bacillus cereus var. toyoi, Saccharomyces boulardii,
Pichia pastoris.
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INTRODUCAO

Durante muito tempo os antibidticos foram utilizados como promotores de
crescimento, porém devido aos seus residuos na carne, desenvolvimento de bactérias
resistentes e acimulo de seus metabdlitos na agua e solo, passou-se a buscar alternativas
(KESARCODI-WATSON et al., 2008; MANZETTI; GHISI, 2014; MCPHEARSON et al.,
1991) como os probioticos e os prebioticos.

Os probidticos, segundo Fuller (1989), sdo microrganismos vivos suplementados na
alimentagdo que afetam beneficamente o animal hospedeiro por melhorar o balango da
microbiota intestinal. J& os prebidticos sdo ingredientes ndo digestiveis pelo hospedeiro, que
seletivamente estimulam o crescimento e/ou atividade de um ou limitado nimero de bactérias
no intestino (GIBSON et al., 2004)

Im e Pothoulakis (2010) descrevem que a levedura Saccharomyces boulardii apresenta
vérios beneficios ao organismo hospedeiro, pois modifica a expressdo da viruléncia de
bactérias e libera enzimas que degradam suas toxinas, além de diminuir a resposta
inflamatoria.

Pichia pastoris é a mais estudada e dindmica dentre as leveduras, pois tem a
capacidade de produzir diversos tipos de proteinas a partir do uso de material genético
recombinante de um organismo doador (POTVIN et al., 2012). Apesar disso, ndo foram
encontrados registros de sua utilizagdo como probidtico para peixes nem é citada nas mais
recentes revisoes bibliograficas do assunto (DIMITROGLOU et al., 2011; IBRAHEM, 2013).

Outro beneficio das leveduras é que mesmo mortas, podem apresentar funcionalidade
prebidtica, pois sua parede celular é rica em mananoligossacarideos (AGUILAR-USCANDA,;
FRANCOIS, 2003).

Bacillus cereus var. toyoi é uma bactéria que, embora pouco estudada em peixes, tem
se mostrado eficiente para estimular o sistema imune de leitbes (SCHAREK et al., 2007;
SCHIERACK et al., 2007) e frangos (GIL DE LOS SANTOS et al., 2012) melhorando o
desempenho.

Estes microrganismos, embora ndo fagcam parte da microbiota intestinal, quando
ingeridos, protegem a mucosa competindo por nutrientes com as bactérias patogénicas,
produzindo substéncias inibitorias (KESARCODI-WATSON et al., 2008) ou ainda
estimulando o sistema imune de modo que diminui sua populacdo e quando ha a invasdo de

algum patdgeno, a resposta imune ndo especifica € mais rdpida (NAYAK, 2010;
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PICCHIETTI et al., 2009).

No cultivo em tanques escavados as larvas de peixes estdo sujeitas a riscos de toda
ordem uma vez que seus sistemas de locomocgéo, digestdo, nervoso e imune ndo estdo
completamente desenvolvidos (PITTMAN et al., 2013; RONNESTAD et al., 2013). Nesse
sentido, a partir do momento em que o0s probioticos auxiliam a diminuir as disfuncdes
intestinais e estimulam o sistema imune, podem permitir que os nutrientes sejam direcionados
para completar a ontogenia mais rapidamente, aumentando as chances de sobrevivéncia.

O jundia é um bagre adaptado as condi¢des de clima subtropical que apresenta bom
crescimento e resisténcia a0 manejo (RADUNZ E BALDISSEROTTO, 2009) sendo a fase
larval um dos principais entraves devido a elevada heterogeneidade que conduz ao
canibalismo e baixa sobrevivéncia (CARNEIRO et al., 2003).

Assim o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho, mortalidade e

heterogeneidade de larvas de jundié alimentadas com diferentes probioticos

MATERIAIS E METODOS
Larvas

As larvas foram obtidas a partir de reproducgdo induzida realizada no laboratério de
Ictiologia da Universidade Federal de Pelotas e quatro dias ap6s o nascimento (abertura da
boca), mil e seiscentas larvas de jundia com 1,00+0,12 mg e 4,75+0,46 mm foram coletadas

ao acaso.

InstalacOes
Dezesseis bandejas plasticas com fundo telado (200micras) e dimensbes de

19x27,5x7 cm (LxCxA) foram suspensas em 16 aquarios de 40L (30x50x27 cm, LxCxA) de
modo que permanecessem 4 cm submersas. Os aquarios, por sua vez, estavam conectados em
um sistema fechado de recirculacdo e eram abastecidos pela parte superior para que a agua
caisse dentro de cada bandeja. A 4gua saia pela parte inferior dos aquarios, sendo conduzida
até um filtro bioldgico (350L).

A temperatura foi verificada diariamente pela manhd e a tarde (25,2 + 1,6) e o
oxigénio dissolvido (7,18 £ 0,51 ppm), pH (7,50 + 0,00), amonia (0,11 £+ 0,05 ppm) e nitrito
(0,01 £ 0,01 ppm) semanalmente.

O fotoperiodo natural de 14 h de luz foi mantido com incidéncia indireta sobre os

aquarios.
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Tratamentos e alimentacgéo

Uma dieta & base de figado bovino e levedura de cana foi formulada de acordo com
as recomendacgdes de Cardoso et al. (2004). O figado fresco foi triturado em liquidificador e
peneirado (100u) para retirada de veias, artérias e tecido conjuntivo. Em seguida quatro
porcdes de 1 kg foram separadas sendo que em trés delas foram adicionados e misturados os
diferentes probiéticos (Tabela 1) na concentragdo de 1x10° Colony Forming Units (CFU) por
grama de racdo. Os probidticos foram obtidos no Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico

(CDTec) — Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas.

Tabela 1. Composicdo das racdes
experimentais.

Ingrediente Incluséo (%)
Figado bovino cru’ 30
Levedura de cana inaticada 57
Lecitina de soja 2
Premix vitaminico mineral 11

! Valor expresso na matéria seca.

A seguir os outros ingredientes foram adicionados e misturados manualmente
seguindo a peletizacdo em moedor de carne formando os seguintes tratamentos: CO: racdo
controle, sem adicdo de probidtico; PP: ragdo com Pichia pastoris; SB: racdo com
Saccharomyces boulardii; BT: ragdo com Bacillus cereus var. toyoi.

A secagem das ragfes CO e BT foram realizadas a 55°C por 24h em estufa com
circulagéo de ar. As ragdes PP e SB foram secas a 37°C por 72h devido ocorrer elevada
mortalidade destes probidticos em temperaturas superiores a esta (NWAKA et al., 1994;
SHAHSAVARANI et al., 2012). Depois de secas as ragdes foram moidas e armazenadas em
freezer (-18°C). Foram fornecidas as larvas particulas entre 200 e 400p.

A alimentacdo foi fornecida a vontade em intervalos de 2 horas, manualmente das
08:00 as 22:00h e com alimentadores automaticos (BOYU ZW-82) das 00:00 as 06:00h

totalizando 12 refeicOes diarias.

Manejo
As bandejas eram trocadas diariamente para retirada das sobras de racéo e fezes,

facilitar a renovagdo da &gua e contar o nimero de mortos. Pesagens e tomadas de
comprimento foram realizadas aos 7 e 14 dias a partir de uma amostra de 10 larvas e aos 21

dias com uma amostra de 20 larvas de cada aquario, todas coletadas ao acaso e anestesiadas
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com eugenol (20mg-L™"). As larvas utilizadas nas biometrias do 7° e 14° dia ndo retornaram

para os aquérios devido a grande probabilidade de morte.

Parametros avaliados
A partir dos dados de peso (mg) e comprimento total (CT, mm), foram calculadas:

IPp, % = incremento no peso entre duas biometrias consecutivas;

ICTp, % = incremento no comprimento entre duas biometrias consecutivas;

K = fator de condicéo corporal = 100xPeso/CT?;

TCEp, %-dia " = taxa de crescimento especifico entre duas biometrias consecutivas =
100*[(LnPi — LnPf)/dias entre pesagens] onde Pi e Pf sdo peso inicial e peso no dia,
respectivamente;

M, % = Mortalidade = 100 x (mortos + retirados para avaliagdo)/nimero inicial de

larvas;

UP, % = uniformidade no peso = 100 — (100 x desvio padrdo da media do peso/peso
medio);

UCT, % = uniformidade no CT = 100 — (100 x desvio padrdo da média do CT/CT
medio).

Anélise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 4

repeticbes. ApoOs a exclusdo dos dados considerados outliers (média + 2 x SD), todas as
varigveis foram submetidas ao teste de normalidade Shapiro-wilk e anélise de variancia
(ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Duncan em nivel de 5% de

significancia, utilizando o programa estatistico SPSS 8.0.
RESULTADOS

Na primeira semana as larvas do tratamento BT mostraram maior peso, CT, TCE,
IPp e ICTp em relagéo aos outros probidticos (P < 0,05), porém ndo diferiu do CO (P > 0,05;
Tabela 2).

Aos 14 dias BT promoveu maior peso, CT e K em relagdo ao PP (P < 0,05), porém
nao diferiu de CO e SB. TCEp, IPp e ICTp foram semelhantes entre os tratamentos (P > 0,05;
Tabela 3).
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Tabela 2. Desempenho de larvas de jundia alimentadas com diferentes probi6ticos aos 7 dias.

Varidveis! Tratamentos?
Co PP SB BT

Peso (mg) 7,87 +2,00% 580+1,7° 5,71 + 1,86" 9,84 +1,38°
CT (mm) 9,29 + 0,69% 8,31 + 0,62™ 8,08 + 0,96° 9,64 + 0,25

K 0,96 + 0,10 0,99 + 0,14 1,06 + 0,16 1,03 + 0,09
TCEp (%-dia™) 29,07 + 4,03 24,58 + 4,68" 24,20 + 529" 32,56 + 1,88°
IPp (%) 686,74 + 200,10 480,00 + 170,52° 470,71 +186,88" 883,61 + 137,88°
ICTp (%) 95,56 + 14,62 7503 +1320° 70,01 +20,21° 102,98 + 541°

! CT = comprimento total; K = fator de condigdo de Fulton; TCEp = taxa de crescimento
especifico no periodo; IPp = incremento no peso no periodo; ICTp = incremento no
comprimento total no periodo.

2 CO = ragéio controle, sem probiético; PP = ragio com Pichia pastoris; SB = racdo com
Saccharomyces boulardii; BT = ragdo com Bacillus cereus var. toyoi.

Nota: Cada valor representa a média + SD (n=10). Os valores com letras diferentes na linha
séo significativamente diferentes pelo teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 3. Desempenho de larvas de jundia alimentadas com diferentes probi6ticos aos 14
dias.

1 Tratamentos®
Variaveis
CO PP SB BT
Peso (mg) 25,31 +4,54% 20,13 +4,72" 2461 +206® 31,69+ 4,03
CT (mm) 13,14 + 0,69% 12,36 + 0,96" 13,03+ 0,48® 13,72 +0,60°
K 1,11 + 0,03 1,05 + 0,04 1,11 + 0,07 1,23+0,11°
TCEp (%-dia) 16,91 +547 17,97 + 7,16 21,52 + 6,20 16,73 + 0,98
IPp (%) 24724 + 15346 287,60 + 203,13 385,34 +222,49 223,12 + 22,88
ICTp (%) 4204+1370  49,75+20,69 63,49 +24,14 42,48 +9,12

' CT = comprimento total; K = fator de condigdo de Fulton; TCEp = taxa de crescimento
especifico no periodo; IPp = incremento no peso no periodo; ICTp = incremento no
comprimento total no periodo.

2 CO = ragéo controle, sem probiético; PP = ragdo com Pichia pastoris; SB = racdo com
Saccharomyces boulardii; BT = ragdo com Bacillus cereus var. toyoi.

Nota: Cada valor representa a média + SD (n=10). Os valores com letras diferentes na linha
séo significativamente diferentes pelo teste de Duncan (P<0,05).

Na terceira semana, as larvas alimentadas com BT apresentavam maior peso, K e
UCT em relacdo aos demais tratamentos (P < 0,05). BT também promoveu maior CT em
relacdo aos outros probidticos e UP em comparacdo a CO (P < 0,05). J& os pardmetros que
indicam o crescimento nesta Ultima semana de avaliacdo (TCEp, IPp e ICTp) foram
semelhantes (P > 0,05; Tabela 4) e o K foi maior em BT.

A taxa de mortalidade ndo foi afetada pelos tratamentos (P > 0,05).
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Tabela 4. Desempenho de larvas de jundia alimentadas com diferentes probi6ticos aos 21
dias.

L Tratamentos®
Variaveis
CO PP SB BT
Peso (mg) 7692+1,80°  61,72+655° 60,00 +14,79° 98,97 + 13,22
CT (mm) 19,26 +0,30® 18,09 + 0,66" 17,95+1,41° 20,11 +1,00°
K 1,08 + 0,05 1,04 0,02 1,02 + 0,04 1,21 +0,06°
TCEp (%-dia ™) 16,05 + 2,50 16,28 + 4,75 12,41 + 3,05 16,25 + 1,51
IPp (%) 211,23 +5476 226,02 +111,74 142,31+46,95 213,33 + 34,56
ICTp (%) 47,04 + 9,88 47,22 +15,97 37,65 + 6,72 46,60 + 4,20
UP (%) 42,64+1151°  51,11+927®  5145+450® 57,77 +7,50°
UCT (%) 82,75 +0,67" 83,30 + 1,09" 82,10+ 0,66°  8541+217°
M (%) 23,50 + 2,88 23,25 +2.21 23,75 +1,70 23,25 + 0,50

1 CT = comprimento total; K = fator de condigdo de Fulton; TCEp = taxa de crescimento
especifico no periodo; IPp = incremento no peso no periodo; ICTp = incremento no
comprimento total no periodo; UP = uniformidade dos pesos; UCT = uniformidade dos
comprimentos totais; M = mortalidade.

2 CO = ragéio controle, sem probiético; PP = ragio com Pichia pastoris; SB = racdo com
Saccharomyces boulardii; BT = ragdo com Bacillus cereus var. toyoi.

Nota: Cada valor representa a média + SD (n=20). Os valores com letras diferentes na linha
séo significativamente diferentes pelo teste de Duncan (P<0,05).

DISCUSSAO
Durante a fase mais recente do desenvolvimento de todos os peixes 6sseos, a

nutricdo inicia a partir do saco vitelino originado do ovo. Nesse momento o intestino é um
tubo reto e indiferenciado que se desenvolve simultaneamente com o uso do vitelo e inicio da
alimentacdo exdgena (POWER et al., 2008).

Segundo Nayak (2010), a colonizagdo do trato gastrointestinal (TGI) dos peixes é
significativa ap6s o inicio da alimentacdo exogena e, dependendo dos microrganismos
presentes no meio, podem ocorrer perdas de peso devido a disfungdes intestinais. No presente
estudo as larvas do BT foram mais pesadas que as do PP e SB j& na primeira semana além de,
embora estatisticamente semelhante, estarem 25% mais pesadas que CO.

E importante salientar que esse desempenho inicial foi determinante para que ao final
do teste, as larvas do BT estivessem 28% mais pesadas que o CO, visto que tanto aos 14
quanto aos 21 dias o IPp foi semelhante entre os tratamentos (Figura 7). Assim, 89% do
acréscimo de peso causado por BT ocorreu nos primeiros sete dias, o que denota a

importancia da modulacdo da microbiota nesse periodo.
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Figura 7. Incremento no peso das larvas alimentadas com diferentes probidticos aos 7, 14 e
21 dias. CO: racdo controle, sem probidtico; PP: racdo com Pichia pastoris; SB: racdo com
Saccharomyces boulardii; BT: ragdo com Bacillus cereus var. toyoi.

Embora os microrganismos presentes no meio afetem a populagdo microbiana
intestinal, Souza et al. (2012) ndo observaram diferengas no crescimento de larvas de jundia
(160mg) quando Bacillus cereus var. toyoi (5 x10® CFU-mI*) ou Saccharomyces boulardii (2
x 10° CFU-ml™?) foram inoculados na agua de cultivo durante 30 dias, no entanto 0s mesmos
autores relataram um efeito inibitdrio, in vitro, desses probiéticos sobre Vibrio carchariae.

O desempenho das larvas do tratamento CO foi superior ao encontrado por Cardoso
et al. (2004) que obtiveram larvas com 61,68 mg aos 21 dias quando alimentadas com ragdo
contendo figado de aves em comparacao ao figado bovino.

Ao observar as variagdes no K dos tratamentos, observa-se que na primeira semana
todos os tratamentos mantiveram valores proximos a 1 (um), o que indica que o crescimento
em peso e comprimento foi sincrénico. Na segunda semana e terceira semana o K do BT
manteve-se em torno de 1,2 devido ao ganho em peso ter sido mais pronunciado que 0
comprimento. Isso indica que a ontogenia dos 6rgdos internos estava mais avancada nesse
tratamento. Palermo et al. (2011) apontaram que o uso do probidtico Enterococcus faecium
aumentou os niveis do cortisol plasmatico de larvas de Solea solea e que isso tem a funcéo da
manutencdo da homeostase da glicose durante o desenvolvimento e embriogénese. Além
disso, Yamano et al. (1991) descreveram que o cortisol potencializa os efeitos dos horménios

tireoidianos sobre a metamorfose.



43

Ao avaliar o conjunto UP e UCT, o tratamento BT apresentou os melhores
resultados. Efeito similar foi relatado por Gisbert et al. (2013) que verificaram menor
heterogeneidade em alevinos de truta arco-iris (2,8 g) suplementadas com B. cereus var. toyoi
por 93 dias. Os autores sugerem ainda que a inclusdo do probidtico tem uma importancia
prética, devido reduzir as situaces de dominéncia hierarquica exercida pelos individuos
maiores.

As duas leveduras testadas apresentaram resultados inferiores ao CO. Porém, Abu-
Elala et al. (2013) relataram que a S. cerevisiae melhorou o crescimento e estimulo da
resposta imune ndo especifica de juvenis (80g) de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).
Da mesma forma Waché et al. (2006) também relataram que esta levedura acelerou a
maturacdo do sistema digestdrio de larvas de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
comparado ao grupo controle.

Por outro lado, Gil de los Santos et al. (2012) compararam o desempenho de frangos
de corte que receberam ragdo contendo os probidticos P. pastoris, P. pastoris recombinante
Clostridium perfringens e B. cereus var. toyoi com uma ragdo controle. Os autores
descreveram que 0s animais que receberam P. pastoris tiveram crescimento semelhante ao
controle enquanto os demais mostraram melhor desempenho.

Abu-Elala et al. (2013) e Waché et al. (2006) utilizaram gelatina e 6leo de figado de
bacalhau, respectivamente, como forma de incorporar as leveduras na ragdo pronta. Assim,
uma hipo6tese para as larvas do PP e SB apresentarem peso 24 e 28% menor que o CO,
respectivamente, € que pode ter ocorrido a morte dos microrganismos durante o
processamento, pois a temperatura da ragdo aumentou consideravelmente quando foi
submetida & pressdo na peletizacdo. Além disso, a associacdo da umidade da racdo com a
temperatura de secagem (37°C) pode ter desenvolvido outras bactérias que afetaram sua
qualidade.

Essa dificuldade de manter a sobrevivéncia das leveduras as torna de dificil
aplicacdo, pois no processamento industrial, dificilmente serd possivel manter a temperatura
abaixo da letal, visto que o processo de extruséo ocorre entre 80 e 200°C (GOELEMA, 1999).

Por outro lado, as bactérias como é o caso do B. cereus var. toyoi, possuem a
capacidade de formar esporos e retornar a forma ativa quando as condi¢Ges ambientais
favorecem (HONG et al., 2005; NICHOLSON et al., 2000).

De modo geral, os resultados do presente estudo séo semelhantes aos obtidos com
outras espécies. Avella et al. (2011) avaliaram o efeito do uso da bactéria E. faecium como

probidtico na larvicultura de S. solea e relataram aumento no crescimento, porém sem
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diferenca na sobrevivéncia. Da mesma forma Lobo et al. (2014) observaram que o probidtico
Shewanella putrefaciens melhorou o desempenho, homogeneidade, mas ndo afetou a

sobrevivéncia de S. senegalensis.

CONCLUSOES
Conclui-se que Bacillus cereus var. toyoi melhora o desempenho e a homogeneidade

de larvas de jundia e que cerca de 28% da perda de peso nessa fase esté ligada & microbiota

intestinal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Essa pesquisa foi realizada com o principal propdsito de avaliar o
desempenho de larvas de jundid que receberam diferentes tipos de probitticos na
alimentacgéo, no entanto o trabalho envolveu ndo somente a parte experimental, mas
também um conjunto de atividades que necessitaram ser realizadas antes e depois
do experimento.

O estimulo a desova envolveu conhecimentos béasicos sobre reproducéo
como o uso de hormdnio hipofisdro e suas dosagens de aplicagdo em machos e
fémeas, bem como o momento da aplicacdo do hormdnio e calculo do provavel
momento da desova. Além disso, a confeccdo das ragbes exigiu constantes
adaptacfes devido aos seus elevados teores de umidade e limites maximos de
temperatura suportados pelas leveduras.

O acompanhamento do desenvolvimento das larvas permitiu verificar na
pratica a grande heterogeneidade de crescimento da espécie que € constantemente
relatada na literatura. As técnicas de controle da qualidade da agua, métodos de
medigc&o e pesagem e acompanhamento do crescimento também foram vivenciados.

Enfim, apesar das dificuldades, todo o conhecimento adquirido e aplicado na
realizacdo deste trabalho culminou em pelo menos um grande resultado além da
realizac@o pessoal: o Bacillus cereus var. toyoi € um probi6tico promissor e quando
fornecido as larvas de jundid misturado na rac@o durante a fase inicial, incrementa

28% seu crescimento.
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