UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

ISOLAMENTO DE UMA CEPA DE Bacillus subtilis AUTOCTONE
COMO PROBIOTICO PARA ROBALO PEVA (Centropomus
parallelus)

ELAINE CRUZ DE JESUS

VILA VELHA
FEVEREIRO / 2014



UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

ISOLAMENTO DE UMA CEPA DE Bacillus subtilis AUTOCTONE
COMO PROBIOTICO PARA ROBALO PEVA (Centropomus
parallelus)

Dissertacao apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do Programa
de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal, para
a obtencao do grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

ELAINE CRUZ DE JESUS

VILA VELHA
FEVEREIRO / 2014



Catalogacao na publicacao elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

J58i Jesus, Elaine Cruz de.
Isolamento de uma cepa de Bacillus subtilis autéctone
como probiético para robalo peva (Centropomus parallelus) /

Elaine Cruz de Jesus. — 2014.
72 1.1l

Orientador: Levy de Carvalho Gomes.

Dissertacdo (mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade
Vila Velha, 2014.
Inclui bibliografias.

1. Robalo (peixe). 2. Stress (fisiologia). 3. Antibidticos em
Medicina Veterinaria. 4. Bacillus Subtilis |. Gomes, Levy de

Carvalho. ll. Universidade Vila Velha. Ill. Titulo.

CDD 639.3732




ELAINE CRUZ DE JESUS

ISOLAMENTO DE UMA CEPA DE Bacillus subtilis AUTOCTONE
COMO PROBIOTICO PARA ROBALO PEVA (Centropomus
parallelus)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do Programa
de Pos-Graduagao em Ciéncia Animal, para
a obtencao do grau de Mestre em Ciéncia

Animal.

Aprovada em 27 de fevereiro de 2014,

Banca Examinadora,

|
el A R T e |

RODRIGO MATOS DE SOUZA - UFES

//‘/ e

GLAS HAESE - UVWW

LEVY DE CARVALHO GO)&ES — ORIENTADOR - UWV




Dedico aos meus pais Maria da
Penha Ribeiro Cruz (in memoriam) e

Osvaldo Cruz



AGRADECIMENTOS

Primeiramente quero agradecer ao meu mestre Levy de Carvalho Gomes por
todo carinho, confianca e conhecimento passado, a sua amada esposa e professora
Adriana Chippari Gomes e suas lindas filhas Isabela e Bibi pelo carinho e
hospitalidade. Ao meu amado marido Westley Batista de Jesus por toda dedicacao e
ajuda durante esta jornada. A minha irma Diana Cruz por toda paciéncia. Minha
cadelinha Pitty por todo o carinho, aos pinguins, pois sempre que estava estressada
era soO olhar para eles e tudo passava. Agradeco a todos os amigos do Labpeixe por
toda a ajuda, especialmente Vinicius Dadalto Baroni, Priscylla Pavione, Alexandra
Veronez, Jéssica Pereira, Lorena O’Reilly Sepulchro e Larissa Novaes Simoes,
Andrea Tassis e Maria Araci Grapiuna de Carvalho, Taciana Onesorge Miranda
Boschett de Padua, Raphaele Souza Paula Pinheiros Agradeco a Laila Carine
Campos Medeiros pelo incentivo e ajuda. Agradeco também a Leiticia Sangy,
Carolina Bellumat e a Jade Barbosa Kill A todos os meus familiares por todo o
carinho. Aos meus amigos do IPRAM por todo o apoio nesse periodo, um
agradecimento em especial vai para Renata Bhering e Luis Felipe Mayorga. A minha
amiga Tainan Oliveira. A minha amada Clarrise Maximo, Professor Jodo Damasceno
e Paulo Roberto por todo o carinho e apoio. Agradeco também a doutora Fabiana
Pilarski e sua orientanda Fernanda de Alexandre Sebastidao do CAUNESP por todo o
apoio. Bruno Correia da UFSC. Aos professores do mestrado em Ciéncia Animal,
obrigado por tudo. A FAPES pelo apoio financeiro. Aos funcionarios da UVV. Aos
membros da banca examinadora, Dr. Rodrigo Matos de Souza, Douglas Haese. A
minhas amigas que tornavam as aulas do mestrado mais divertidas: Rogéria
Erlancher, Maritza Gurgel e Laura Conti, Kely Christy Bautz, Luciana Medeiros
Simonetti, Jana Drews. A todos pelo apoio que direta ou indiretamente ajudaram na
realizacdo deste trabalho. Obrigado.



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt e a et e a e e e n e e e en b e e e enbe e e s e e e enne e e ene e e nneeeeanes 1
Y= S I o 7 OSSR 2
B PR 10T [>T J 3
2. FuNdamentagao tEOFICA ......uuiiii i 4
2.1 Aimportancia da piscicultura como fonte de alimento, emprego e renda. ................... 4
2.2 O robalo peva (Centropomus parallelus)..................ocuuuiccueeeeeieeiiiieieeeee e 5
2.3  Bactérias causadoras de dOENGaAS €M PEIXES. ....cceuiiiiiiiiuurriiieeaaeeeaiiiieeeeeea e e e e aneeeees 6
2.4 Utilizagao de antibioticos Na aqUICURUIA...........oooueiiiiiiiiee e 7
2.5 Probiéticos como alternativa ao uso de antibidticos .............eeeviiiiiiiiiiiiii, 8
2.6 Importancia da origem do ProbiGtiCO .........ccueeiiiiiiiii i 9
2.7  ESIESSE EIM PEIXES ....uuieiiiiiiieiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e annneees 10
2.8 O uso de probiéticos como mitigadores dos efeitos do estresse .......cccccevveeeviinnnneen. 11
REFERENCIAS ...ttt ee e 12
CAPTTULO Lottt 16
ISOLAMENTO E SEITEQAO DE CEPAS DE Bacillus subtilis AUTOCTONE COM
POTENCIAL PROBIOTICO PARA ROBALO PEVA (Centropomus Parallelus).................... 16
RESUMO ...ttt ettt ettt e et e e s e e e st e e e s aee e e ameeeeamseeeanseeeenseeesnneeeeneeeanneeans 17
Y= S I o 7 OSSP 18
LIPS 10T [>T J 19
2. MateriaisS € METOAOS .......uuiiiiiiiiiii e e e e e 19
P2 I @ o) (=Y g Tor=To R e [0 1= 3= T4 F= =TSR 19
2.2  Isolamento do material DIOIOQICO ......cceeveiiiiiiiiiiiieee e 20
2.3  Avaliagao da atividade inibitoria in VItro............eeeeeeeiiiiiiiiiiiieee e 21
2.4  |dentificacdo molecular das bactérias selecionadas ...........ccccceeviiiiiiiiieini, 22
P I ANVZ=1[F-Toz= Tole [o T o1 (] o] (o] 1 oo I o = = Vo= o TN SRR 22
2.6 ANAlise eStatistiCa ........uuiiiiiiiiie 22
K T =T TU | =T [0 1 PP PPPPT T 23
4. DISCUSSA0 ....uuteeeeieee e ittt ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e 27
S O o 1o o [ 7= o PP PPRTT PP 29
REFEIENCIAS ...t e e s 30
CAPTTULO 1ttt 34
O USO DE CEPAS DE Bacillus subtilis COMO MITIGADOR DE ESTRESSE POR
TRANSPORTE PARA ROBALO PEVA (Centropomus Parallelus).................cccooeeeeiiiiinnnnns 34

RESUMO ...t e e e 35



ABST RACT .t e e e e e e e e r e r e e e 36

LIPS 10T [ o> T J 37
2. MATERIAIS E METODOS ......ocvceeeieieeeee et s s s s et nnn s e 38
2.1  Obtencao de animais € aclimataga0..........cccuvriiiiieeeiiiieeee e 38
2.2  Delineamento eXperimental..............ooiiiiiiiiiiii e 38
2.3 Preparacao da dieta experimental da cepa de Bacillus subtilis .................cceeeeeee... 38
P2 O (=T To7 1= 10 (o PP PPPPT PP 39
2.5 Teste de tolerAnCia @0 ESIrESSE ....ccuviiiiiiiiiie ettt 39
2.6  Coleta e preparaGao das amOSIIaS. ......coeiiiiuuuiiiiiiee et 40
2.7  Andlise de cortisol, lactato, glicose e gliCOg@NI0 .........cccuuuiiiiiiiiiiiie e 40
2.8 Avaliacdo da atividade das enzimas catalase e glutationa- S-transferase................. 41
2.9 EStALISTICAS. . ueeeiiieiii ittt 42
3. RESULTADOS ...ttt ettt ettt et e st e anb e e am e e e et e e snbe e e snneeesneeennnes 42
3.1 Experimento 1 - CreSCIMENT0 ... ..uuuiiiiiiei i 42
3.2  EXperimento 2 - TranSPOIE..........uuiiiiiiieii it 44
A, DISCUSSAOQ ...ttt n et n e 48
REFEIENCIAS ...ttt e e 51

ANEXOS. ..t e e e e e s s 55



RESUMO

JESUS, Elaine Cruz, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2014.
ISOLAMENTO DE UMA CEPA DE Bacillus subtilis AUTOCTONE COMO
PROBIOTICO PARA ROBALO PEVA (Centropomus parallelus). Orientador:
Professor Dsc. Levy de Carvalho Gomes.

A piscicultura vem evoluindo a cada ano como uma importante fonte geradora
de proteina de boa qualidade para o consumo humano. Entretanto a criacao
intensiva tem contribuido para o aumento da incidéncia de doencas, deterioracdo da
qualidade ambiental bem como a exposicado a situacdes de estresse que afetam o
bem estar dos animais. A resposta comum a esses problemas tem sido a utilizacao
de antibiéticos, entretanto seu uso vem sendo questionado devido aos efeitos
adversos de sua utilizagdo e uma abordagem alternativa de grande interesse é sua
substituicdo por probidticos. Este trabalho teve como objetivo isolar cepas
autoctones e identifica-las através de PCR (polymerase chain reaction), avaliar a
atividade inibitéria frente a patégenos e sua viabilidade de crescimento quando
adicionada a uma ragao comercial, armazenadas sob diferentes condigdes.
Posteriormente, essas cepas foram usadas como mitigadores dos efeitos adversos
do estresse em juvenis de Robalo peva (Centropomus parallelus) quando
transportados. Duas cepas identificadas como Bacillus subtilis (B02 e BO03)
demonstraram atividade inibitoria, in vitro, contra os patégenos: Vibrio harveyi, Vibrio
alginolyticus, Aeromonas hidrophila, Pseudomonas libanensis, Pseudomonas
monteilii e viabilidade de crescimento quando adicionados a uma ragdo comercial.
Nao houve diferencas significativas em parametros como tamanho e peso entre o0s
tratamentos com as cepas e o controle. Em relacédo ao teste de estresse a cepa B02
melhorou significativamente indices como a glicose e lactato apesar do mesmo
resultado nao ter sido observado para o cortisol. Entre os tratamentos controle e BO3
nao ocorreram diferencas significativas. Os resultados alcancados indicam que o
Bacillus subtilis pode ser utilizado como uma alternativa ao uso de antibioticos.

Palavras-chave: antibitico, estresse, microrganismo, piscicultura.



ABSTRACT

JESUS, Elaine Cruz, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2014.
ISOLATION OF A STRAIN OF INDIGENOUS Bacillus subtilis AS A PROBIOTIC
FOR FAT SNOOK (Centropomus parallelus). Orientador: Professor Dsc. Levy de
Carvalho Gomes.

Fish farming is evolving every year as an important source of good quality
protein for human consumption. However the intensive farming has contributed to the
increased incidence of diseases, deterioration of environmental quality as well as
exposure to stressful situations that affect the welfare of animals. A common
response to these problems has been the use of antibiotics, however its use has
been questioned due to the adverse effects of its utilization and an alternative
approach of great interest is your replacement by probiotics. This study aimed
primarily to isolate autochthonous strains and identify them by PCR (polymerase
chain reaction) evaluating the inhibitory activity against pathogens and viability
growth when added to a commercial feed, stored under different conditions. In the
second moment, these strains were used as mitigating the adverse effects of stress
in juveniles of fat snook (Centropomus parallelus) when transported. Two strains
identified as Bacillus subtilis (Bacilo 02 e Bacilo 03) showed inhibitory activity, in vitro,
against pathogens: Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus, Aeromonas hidrophila,
Pseudomonas libanensis, Pseudomonas monteilii and viability growth when added to
a commercial feed. There were no significant differences in parameters such as size
and weight between treatments with the strains and control. Regarding the stress test
the strain Bacilo 02 significantly improved indices such as glucose and lactate
despite the same result has not been observed for cortisol. Among the treatments
control and Bacilo 03 not occurred significant differences. The results indicate that
the Bacillus subtilis can be used as an alternative to antibiotics.

Keywords: antibiotics, microorganism, fish farming, stress.



1. Introducao

A aquicultura se destaca como um dos setores da economia que possui uma
das maiores taxas de crescimento (Sahu et al. 2008). A importancia que a
aquicultura exerce sobre a economia segue uma tendéncia de alta dado a demanda
crescente do consumo de peixes, crustaceos e frutos do mar (Kesarcodi-Watson et
al. 2008).

O mercado consumidor cada vez mais globalizado e a consequente
intensificacdo dos sistemas de cultivo tém levado a avangos consideraveis na
industria da aquicultura, entretanto, essa pressao por indices de produtividades cada
vez maiores tem acarretado o surgimento de diversos problemas relacionados a
maneira como 0s animais sao criados (Wang, 2008). Criagcdo com indices elevados
de densidade, condicbes ambientais deterioradas e exposicdo a situacdes de
estresse e doencas, sdo alguns dos problemas que podem acarretar grandes perdas
econdmicas (Kesarcodi-Watson et al. 2008) e (Wang, 2008) .

Como forma de minimizar esses impactos negativos a industria da aquicultura
tem comumente feito uso de antibidtico e outras drogas sintéticas, entretanto, sua
aplicacédo tem sido amplamente criticada devido aos problemas inerentes a sua
utilizacdo como, por exemplo, o surgimento de bactérias resistentes e a acumulagéao
de residuos destes farmacos no meio ambiente e nos proprios animais (Sahu et al.
2008).

Assim, estratégias alternativas ao uso dos antibiéticos vém sendo propostas e
uma de grande interesse e de ampla aceitacdo é a utilizacdo de probi6ticos como
promotor de crescimento e saude para os peixes (Wang et al, 2008)

Probiéticos sao definidos como organismo vivo, que afetam de maneira
benéfica o hospedeiro melhorando sua microbiota intestinal e assim diminuindo agéo
de bactérias patogénicas e consequentemente favorecendo a saude do animal
(Gatesoupe, 1999).

Além dos beneficios a saude dos animais estudos recentes vem
demonstrando que os probidticos sdao também potenciais mitigadores dos efeitos
adversos resultantes de situacdes de estresses, a qual, os peixes estdo submetidos
em sistemas de cultivo (Mohapatra et al. 2012).



Um fator de grande relevancia na utilizacdo de probidtico é a sua origem.
Microrganismos autéctones sao preferidos em virtude da probabilidade de se causar
uma doencga ao hospedeiro ser mitigada (Sugita et al, 2002).

Entre os peixes que se destacam com grande potencial para a piscicultura
estd o Robalo peva (Centropomus parallelus). Esta espécie € geralmente
encontrada em aguas com diferentes concentracées de salinidades, sendo uma
importante fonte de renda de pescadores artesanais. (Tsuzuki e Berestinas, 2008).

E um animal muito apreciado devido as caracteristicas culinarias de sua
carne, e estudos sugerem que os animais criados em sistemas de cultivo mantem
estas mesmas caracteristicas quando comparado aos animais capturados na
natureza. Assim sua producdo em cativeiro € uma boa alternativa para geracao de
renda e conservagao da espécie (Tsuzuki e Berestinas, 2008).

Considerando o que foi exposto, este trabalho teve como objetivo geral a
selecdo de uma cepa de Bacillus subtilis autdctone para ser usada como probiotico
para Robalo peva (Centropomus parallelus) e a avaliagdo dessa cepa como medida
mitigadora de estresse por transporte em peixes.

Este trabalho teve como objetivos especificos isolar e selecionar potenciais
Bacillus como candidatos a probiéticos. Os testes ocorreram a partir do cultivo e da
verificacdo, in vitro, de atividade antagonista frente a bactérias patogénicas.

Também objetivou-se avaliar se o fornecimento de uma ragdo comercial,
enriquecida com as cepas selecionadas de Bacillus subtilis autéctone, induziria a
mitigacdo dos fatores adversos de estresse em juvenis de Robalo peva
(Centropomus parallelus) submetidos a condicbes estressantes através da

simulacao de uma situacao de transporte.

2. Fundamentacao teoérica

2.1 A importancia da piscicultura como fonte de alimento,
emprego e renda.

A piscicultura evolui constantemente e esta se tornando uma importante fonte
geradora de proteina de boa qualidade destinada ao consumo humano. Dados do

FAO — Organizacao das Nacdes Unidas para alimentacao e agricultura — indicam
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que 75% de todo o pescado produzido no mundo é destinado a alimentacao
humana. Ainda segundo a mesma organizacdo um grande numero de paises, em
Desenvolvimento, tem no pescado a principal fonte de proteina de origem animal.
(FAO, 2013).

No Brasil, dados do MPA — Ministério da Pesca e Aquicultura — indicam que
em 2011 a producao de pescado atingiu o valor de aproximadamente 1,5 milhdes de
toneladas. A pesca extrativa € a principal fonte de producao sendo responséavel por
38,6% desse total, seguida pela aquicultura continental 38,0%, pesca extrativa
continental 17,4% e aquicultura marinha 6% (Ministério da Pesca e Agricultura,
2012).

A piscicultura, como vertente da aquicultura, também tem um papel
significativo na geracdo de emprego e renda. No Brasil, por exemplo, a alta
disponibilidade de recursos hidricos contribui para a realizacao de projetos na area
de aquicultura, substituindo atividades econémicas predominantemente predatérias
como, por exemplo, a extracdo de madeira e a criacdo de gado (Ministério da Pesca
e Agricultura, 2012).

O plano safra de pesca e aquicultura 2012/2013/2014 — que € um conjunto de
politicas publicas sociais e econémicas do governo federal — estima que cerca de 1
milhdo de pessoas obtenham sua renda diretamente do pescado. Caso se considere
toda a cadeia produtiva este nUmero sobe para trés milhdées de empregos diretos e
indiretos gerados pelo setor. (Ministério da Pesca e Agricultura, 2012).

2.2 O robalo peva (Centropomus parallelus)

O robalo peva (Centropomus parallelus) € um peixe eurihalino que pode ser
encontrado em aguas com diferentes variagdes de salinidade, dependendo da
estacdo do ano e idade do peixe. Possui uma ampla distribuicdo tropical podendo
ser encontrado desde o estado brasileiro de Santa Catarina até o estado norte
americano da Flérida (Tsuzuki e Berestinas, 2008).

Estudos efetuados no conteldo estomacal da espécie identificaram sua
preferéncia alimentar por peixes, sem nenhuma espécie em especifico. Completam
ainda sua dieta com a ingestdo de crustaceos, moluscos, ovos de outros peixes e

pequenos insetos, sendo assim classificados como carnivoros (Barroso et al. 2002).
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E um peixe considerado nobre, muito apreciado pelo sabor de sua carne,
levando-o assim a possuir um alto valor comercial (Tsuzuki e Berestinas, 2008).
Tucker et al. (1985) sugeriram que nao existem grandes diferencas nas
caracteristicas culinarias como aroma, textura e sabor, entre robalos criados em
tanques e os capturados na natureza. Isso indica que os individuos criados em
cativeiro mantem as mesmas qualidades gastrondmicas.

Certas caracteristicas exibidas pela espécie como o0 bom crescimento, taxa de
conversdo alimentar altamente eficiente além da versatilidade em se adaptar a
diversos sistemas de cultura, o torna um candidato a piscicultura marinha e salobra
(Alvarez-Lajonchére e Tsuzuki, 2008).

No robalo, as variagbes sazonais influenciam o0s mecanismos de
sobrevivéncia ou aclimatacédo, principalmente no inverno, quando o sistema de
resposta imune especifica destes animais é atenuado tornando-o mais susceptivel a
patdgenos oportunistas (Santos et al. 2009).

Apesar de ja existir na literatura trabalhos referentes a criagdo intensiva do
Robalo peva, ainda existe uma série de questdes a serem respondidas no sentido
de se formar um conhecimento adequado sobre a forma de cultivo ideal da espécie
(Santos et al. 2009). A maturacdo final e a desova espontdnea nao foram
alcancadas sem a indugdo hormonal, quando criados em cativeiro. A taxa de
mortalidade da espécie em estagio larval ainda € muito alta. As necessidades
nutricionais dos juvenis de robalos precisam ser determinadas. O controle e o
tratamento de doencas precisam ser verificados. Estratégias de alimentacéo
precisam ser definidas (Cerqueira e Tsuzuki, 2009).

2.3 Bactérias causadoras de doencas em peixes

Em um ambiente produtivo, onde os peixes estdo expostos a condicdes
estressantes, problemas relacionados a deterioracdo das condicdes ambientais e a
saude dos animais tem resultado em severas perdas econémicas (Aly et al. 2008).

Doencas causadas por infeccées bacterianas sdo um dos grandes problemas
enfrentados na aquicultura (EI-Rhman et al. 2009). Em termos patologicos existem
dois tipos de bactérias que causam doencas em peixes: obrigatérias e facultativas.
Obrigatoérias sdo aquelas que necessariamente precisam de um hospedeiro para se

multiplicar. Facultativas podem ser encontradas em tanto em um hospedeiro como
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livres no ambiente, sendo estas as mais comuns causadoras de doencas nos peixes
(Plumb e Hanson, 2011).

As doencgas bacterianas podem ser apresentar como bacteremias — existe ha
a presenca dos patégenos no sangue sem a existéncia de sinais clinicos — ou na
forma de septcemia onde patdgenos e toxinas estdo presentes no sistema
circulatério exibindo, o hospedeiro, sinais clinicos tais como: inflamacgdes,
hemorragia e necrose (Plumb e Hanson, 2011). Streptococcus, Aeromonas, Vibrios
sao géneros de bactérias comumente encontradas na literatura como causadoras de

doencas em peixes (Giri et al. 2012).

2.4 Utilizacao de antibiéticos na aquicultura

A resposta comum no tratamento de doencas tem sido a utilizacdo de
antibiéticos. Esses tém sido utilizados como promotores de crescimento ou de forma
profilatica (preventiva). Entretanto, a necessidade de se estabelecer um sistema de
prevencao e tratamento de doencas tem levado ao uso indiscriminado desses
antibioticos (Kesarcodi-Watson et al. 2008).

Essa utilizacdo sem critérios tem permitido o surgimento de bactérias
resistentes a estes farmacos, além do fato de que residuos desses antibibticos
podem ser encontrados tanto nos peixes como no meio ambiente (EI-Rhman et al.
2009). Segundo, Chelossi et al. (2003) estudo executado em sedimentos marinhos e
em invertebrados demonstraram a presenca de residuos de antibiéticos utilizados
em criadouros de peixes, possibilitando a proliferacao deste tipo de bactéria.

Embora ndo seja um consenso, existem alguns resultados indicando que
genes dessas bactérias podem ser transferidos a microrganismos envolvidos em
problemas de saude nos humanos. Assim, existe ndo apenas o risco de perdas
econbmicas e contaminacdo do meio ambiente, mas também o risco a saude
humana (Kesarcodi-Watson et al. 2008)

Alguns paises ja introduziram barreias e proibicbes a utilizagdo de
antibiéticos. Segundo Delsol et al. (2005), em 2005 a Unido Europeia baniu o uso de
antibiéticos nao terapéuticos da producao animal. A Noruega erradicou seu uso na
industria de salmao. Nos Estados Unidos foi proposto que qualquer droga planejada

para ser utilizada em humanos fosse banida da utilizacdo em animais.



Além da extensa documentacéao existente sobre os problemas da utilizacao de
antibiéticos (Wang et al. 2008), acontece o surgimento de uma consciéncia social
questionando o uso desnecessario destes farmacos. Pressionando para que
estratégias alternativas sejam utilizadas, dados os riscos ao meio ambiente e a
saude humana, e um dos campos que vem ganhando grande atencdo dos
pesquisadores é a utilizagdo de probidticos como agentes de controle biologico
(Kesarcodi-Watson et al. 2008 e EI-Rhman et al. 2009).

2.5 Probiodticos como alternativa ao uso de antibioticos

Gram et al. (1999) defini o termo probi6tico como: “Suplemento microbiano
vivo que afeta beneficamente o hospedeiro melhorando seu equilibrio microbiano”.

Os probiéticos ja sao utilizados ha algum tempo na aquicultura, mas apenas
recentemente estdo se tornando parte integrante das praticas de cultura visando a
obtencéo dos beneficios de seu uso (Nayak, 2010).

O uso de probiéticos pode colaborar na eficiéncia da conversao alimentar e
ganho de peso. Confere protecao ao hospedeiro através da exclusdo competitiva por
sitios de adesdo e producao de compostos inibitérios como os acidos organicos
(acido férmico, acido acético, acido lactico), o peréxido de hidrogénio e diversos
outros tais como as bacteriocinas. Atuam também na modulacdo e estimulacdo do
sistema imune especifico e ndo especifico (Giri et al. 2012) e (Nayak, 2012).

Certos probitticos na aquicultura ainda desempenham um importante papel
na manutengado das condicées ambientais favoraveis. Utilizados como aditivos na
agua eles contribuem para a decomposicdo de matéria organica além de controlar
os niveis de fosforo, nitrito e amoénia (Nayak, 2012).

Segundo Gatesoupe (1999), a microbiota do trato gastrointestinal dos peixes
€ fortemente dependente das condicbes ambientais externas, devido ao fluxo
intenso de agua através do seu trato digestivo. Variagbes em parametros fisico-
quimicos como, por exemplo, temperatura e salinidade, podem alterar a composicao
dessa microbiota.

Ainda segundo Gatesoupe (1999) essa ingestao continua de agua aumenta a
influéncia que o meio exerce sobre a saude dos animais. Essa influéncia é
particularmente importante durante o estagio larval, quando os mecanismos de

defesa nao estao totalmente estabelecidos.
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Existem diversas publicagdes na literatura que demonstram os beneficios da
utilizagdo de probidticos na aquicultura. EI-Rhman et al. (2009) estudaram o
potencial probidtico de espécies de Pseudomas e Micrococcus Iluteus para o
crescimento e melhora da saude em Tildpias do nilo (Oreochromis niloticus).
Concluiu-se que uma dieta acrescida de Micrococus luteus melhorou o crescimento
e reduziu a flora patogénica da espécie. Como as mesmas caracteristicas ndo foram
verificadas para o Pseudomas. EI-Rhman et al. (2009) consideraram esta uma
espécie ndo adequada para utilizagdo como probiético para Tilapias do nilo.

Estudo semelhante foram realizados por Aly et al. (2008), verificando o
potencial probidtico de Bacillus subtilis e LactoBacillus acidophilus na resposta
imune e resisténcia em Tilapias do Nilo. Foi verificado que os peixes alimentados
com uma mistura das duas bactérias apresentaram um aumento significativo nos
niveis de protecao contra patégenos.

Andani et al. (2012) verificaram o potencial probiético LactoBacillus casei e
LactoBacillus plantarum em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) obtidas a partir de
seu trato gastrointestinal, contra o patégeno Yersinia ruckeri. Os resultados obtidos
demonstraram que uma dieta com as bactérias melhorou o crescimento e diminuiu
0s niveis de mortalidade.

Segundo Kennedy et al. (1998), a utilizacdo de Bacillus subtilis na forma de
aditivo na agua junto com a reducao da salinidade resultou na aparente eliminacao
de Vibrios em juvenis de Robalo Flecha (Centropomus undecimalis). Estudo
efetuado por Moriarty (1998) verificou que a introducdo de cepas de Bacillus spp.
aumentou a taxa de sobrevivéncia de camardes, cultivados em cativeiro, reduzindo a
quantidade de Vibrios spp. encontrados nos sedimentos e na agua dos tanques de
criagdo. Zhou et al. (2010) concluiu que Bacillus coagulans e Rhodopseudomonas
palustres utilizados como aditivos na 4gua melhoraram a saude e a taxa de
crescimento de Tilapias do nilo (Oreochromis niloticus).

2.6 Importancia da origem do probiético

A selecao do probidtico tem se mostrado um fator importante, pois a escolha
de microrganismos inapropriados pode levar a efeitos indesejados no hospedeiro.
Certas caracteristicas sdo desejadas em cepas probioticas, elas devem ser capazes



de se colonizar, estabelecer e multiplicar-se no trato gastrointestinal do hospedeiro
(Andani et al. 2012).

Sugita et al. (2002) verificaram as habilidades antibacterianas de bactérias
isoladas a partir de trés origens: trato gastrointestinal, agua dos tanques de criacao e
racdes comerciais, contra Lactococcus garvieae, Pasteurella piscicida, Vibrio
anguillarum e V. Vulnificus em juvenis de linguado (Paralichthy olivaceus). Os
resultados obtidos demonstraram que a origem com um maior numero de bactérias
com algum tipo de habilidade antibacteriana foi o trato gastrointestinal. Isso sugere
que bactérias obtidas a partir desta fonte sejam boas candidatas a apresentarem
algum tipo de propriedade probidtica.

Probidticos de origem autéctones tem um potencial de competicdo maior
contra microrganismos patégenos. Tendem a tornarem-se predominantes num
periodo de tempo menor apds a ingestdao. Também ajudam o retorno a composicao
normal de uma microbiota prejudicada, melhorando assim a resisténcia do

hospedeiro a doencas (Sun et al. 2010).

2.7 Estresse em peixes

Estresse é considerado qualquer situacao adversa que afeta o bem-estar de
um individuo, levando o corpo a produzir respostas, ndo especificas, aos fatores
causadores do estresse (Barton, 2002). Nos peixes, essas respostas sdo as somas
das alteracoes fisioldgicas que ocorrem em funcao de estressores fisicos, quimicos
ou biolégicos (Plumb e Hanson, 2011).

Segundo Barton (2002) a resposta ao estresse € um mecanismo adaptativo
que permite aos peixes manter o sua normalidade ou estado homeostatico.
Homeostase € a capacidade de um ser vivo de regular o seu ambiente interno de
forma a se manter uma condicao estavel

Geralmente nos peixes o0 estresse esta relacionado a questdes como: manejo,
transporte, pesagem, densidade populacional, qualidade e parametros fisico-
quimicos da agua, entre outros. Como resultado de uma situacéo estressante pode
ocorrer, nos peixes, a diminuigdo no consumo de alimento, baixa taxa de
crescimento, doencas e até mesmo a morte (Plumb e Hanson, 2011).

Barton (2002) classificou as respostas dos peixes ao estresse em trés

categorias: primarias, secundarias e terciarias. Primarias, sdo aquelas onde ha a
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liberacdo de horménios, principalmente catecolaminas e cortisol, na circulacao.
Secundarias, sdo as alteracdes em funcdo dos horménios liberados: mudanca no
plasma, nos niveis metabdlicos, nos parametros hematoldgicos entre outros, todos
relacionados a ajustes fisiol6gicos no metabolismo, na respiracdo e na funcao
imune, por exemplo. Terciarias, sdo os efeitos das secundarias nos individuos como
um todo, sdo observadas mudangas no crescimento, na resisténcia a doengas, no

comportamento e na taxa de sobrevivéncia, por exemplo.

2.8 O uso de probioticos como mitigadores dos efeitos do
estresse

Segundo Mohapatra et al. (2012) apesar de existirem estudos que reportam o
beneficio do uso de probibdticos como atenuantes ao estresse em peixes essa
relacdo ainda nao esta bem compreendida.

O efeito benéfico sobre os estressores tem aplicagao direta nas praticas de
aquicultura. Antes de operacdes criticas como transporte, mudancas na temperatura
da agua, manuseio ou qualquer outra condicdo estressante os peixes poderiam ser
tratados com probidtico de forma a se mitigar os efeitos adversos (Varela, 2010).

Liu et al. (2010) verificou os efeitos de Bacillus subtilis na tolerdncia ao
estresse em camarao-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei), concluindo que
houve um aumento na tolerancia quando esses foram submetidos a mudancas
bruscas de temperatura, salinidade e concentracéo de N-nitrito.

Varela et al. (2010) em estudo efetuado com dourada (Sparus auratus)
verificaram que houve uma melhora na tolerancia ao estresse quando administrado
uma dieta com o probidtico PDP11 — cepa bacteriana da familia do
Alteromonadaceae.

Mohapatra et al. (2012) verificaram que uma dieta composta por uma mistura
de alguns de probidticos mitigou os efeitos adversos em carpas indianas Rohu
(Labeo rohita) induzidas ao estresse através da exposicao ao inseticida fenvalerato.
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AUTOCTONE COM POTENCIAL PROBIOTICO PARA ROBALO
PEVA (Centropomus Parallelus)
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RESUMO

JESUS, Elaine Cruz, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2014.
ISOLAMENTO E SELECAO DE CEPAS DE Bacillus subtilis AUTOCTONE COM
POTENCIAL PROBIOTICO PARA ROBALO PEVA (Centropomus Parallelus).
Orientador: Professor Dsc. Levy de Carvalho Gomes.

Na aquicultura existem diversos problemas relacionados as infecgdes
bacterianas, o que pode acarretar severas perdas econémicas. O controle de
doencas geralmente tem sido alcancado com a utilizacdo de antibiéticos, entretanto,
seu uso tem sido amplamente criticado devido aos efeitos negativos de seu uso.
Uma abordagem alternativa que ganha grande aceitacdo é a utilizacdo de cepas
probidticas para o controle de doencas e outros efeitos benéficos ao hospedeiro.
Esse estudo teve como o objetivo isolar cepas autdctones do trato gastrointestinal
de Centropomus parallelus. Animais adultos foram levados ao laboratério de
microbiologia da universidade vila velha - UVV e usando técnicas assépticas o trato
gastrointestinal foi diluido, cultivado e vinte cepas de Bacillus foram isoladas. Estas
cepas foram avaliadas para confirmar se apresentavam atividades inibitorias frente
aos patdgenos: Pseudomonas monteilii, Pseudomonas libanensis, Vibrio harveyi,
Vibrio alginolyticus e Aeromonas hidrophila e também a viabilidade de crescimento
quando armazenada sob diferentes condicées. Duas cepas identificadas como
Bacillus subtilis apresentaram os melhores desempenhos. Estas cepas também
apresentaram crescimento quando adicionadas a uma racdo comercial e
armazenadas sob diferentes condicdes: geladeira ( 5°C), freezer (-18°C) e
temperatura ambiente (30°C). Os resultados alcancados demonstraram que as
cepas autéctones de Bacillus subtilis exerceram atividade inibitéria frente aos
patdbgenos e mantiveram uma quantidade constante de col6nias viaveis quando
armazenadas em diferentes condicées. Sendo assim consideradas candidatas
vidveis a probidtico. O uso de probidticos vem sendo utilizados com uma alternativa
ao uso de antibidticos. A selecao de bactérias autoctones é preferida por mitigar a
possibilidade de patogenicidade bem como aumentar a possibilidade de adesao ao
trato gastrointestinal do hospedeiro tendo papel ativo na prevencdo a doencgas e
consequente melhoria na condicédo dos peixes.

Palavras — chave: antibiético, bactéria, inibicao, temperaturas.
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ABSTRACT

JESUS, Elaine Cruz, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2014.
ISOLATION AND SELECTION OF STRAINS OF THE INDIGENOUS Bacillus
subtilis WITH POTENCIAL PROBIOTIC TO FAT SNOOK (Centropomus
Parallelus). Orientador: Professor Dsc. Levy de Carvalho Gomes.

In aquaculture there are many problems related to bacterial infections, which
can cause severe economic losses. The disease control has generally been
achieved by the use of antibiotics, however, its use has been widely criticized due to
the negative effects of their use. An alternative approach that gains wide acceptance
is the use of probiotic strains for disease control and others beneficial effects to the
host. This study was aimed to isolate autochthonous strains of gastrointestinal tract
of the Centropomus parallelus, adult animals were taken to the microbiology
laboratory of universidade vila velha — UVV and using aseptic techniques the
gastrointestinal tract was diluted, cultivated and Twenty strains of bacillus were
isolated. These strains were evaluated to confirm if showed inhibitory activities
against the pathogens: Pseudomonas monteilii, Pseudomonas libanensis, Vibrio
harveyi, Vibrio alginolyticus e Aeromonas hidrophila and also the viability of growth
when stored under different conditions. Two strains identified as Bacillus subtilis
showed the best performance. These strains also grew when added to a commercial
feed and stored under different conditions: refrigerator (+ 5°C), freezer (+ -18°C) and
room temperature (x 30°C). The results obtained demonstrated that the
autochthonous strains the Bacillus subtilis exercised inhibitory activity against
pathogens and maintained a constant amount of the viable colonies when stored
under different conditions. Thus considered viable candidates to probiotic. The use
of probiotics has been used as an alternative to antibiotics. The selection of
autochthonous bacteria is preferred by mitigating the possibility of pathogenicity as
well increase the possibility of adhesion to the gastrointestinal tract of the host having
an active role on prevention of diseases and consequent improvement in the
condition of the fish.

Keywords: Inhibition, bacteria, antibiotics, temperatures.
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1. Introducao

Num ambiente de producdo em larga escala, os animais aquaticos estédo
expostos a uma série de condi¢coes adversas que podem levar a perdas econémicas
consideraveis (Aly et al. 2008).

Comumente tem se utilizado antibiéticos como mitigadores desses impactos,
entretanto o uso descontrolado destes farmacos pode levar ao surgimento de cepas
bacterianas resistentes a essas drogas (EI-Rhman et al., 2009). Além disso, ocorre o
surgimento de uma consciéncia social que questiona o uso desnecessario destes
antibiéticos, reivindicando abordagens alternativas a sua utilizacdo (kesarcodi-
Watson et al., 2008).

Um dos métodos mais proeminentes, em substituicdo ao uso de antibiéticos, é
a utilizacdo de probioticos. Esses sao definidos como “microorganismos vivos que
afetam beneficamente o hospedeiro” (Giri et al., 2012). Probidticos colaboram na
eficiéncia da conversdo alimentar e ganho de peso. Conferem protecdo ao
hospedeiro através da exclusdao competitiva por sitios de adesdo e producédo de
compostos inibitérios. Atuam também na modulacdo e estimulacdo do sistema
imune especifico e nao especifico (Giri et al., 2012) e (Nayak, 2012).

Nao é possivel afirmar que cepas autdctones tenham um desempenho
superior quando comparadas a cepas de outras origens (Verschuere et al. 2000) e
(Fjellneim et al. 2010), entretanto, Balcazar et al. (2006) frisa que por questdes de
nao patogenicidade ou pela habilidade de sobreviver e colonizar o intestino dos
animais € preferivel utilizar cepas autéctones.

Assim o presente estudo teve como objetivo selecionar uma cepa de Bacillus
subtilis autéctone para ser usada como probidtico para o Robalo peva (Centropomus
parallelus) através da avaliacao in vitro da atividade inibitéria frente a patégenos.

2. Materiais e métodos

2.1 Obtencao dos animais

Setes exemplares adultos de robalo peva (Centropomus parallelus) sem

sinais de doencas foram obtidos com rede de pesca na colénia de pescadores do
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distrito de Regéncia localizado no municipio de Linhares — Espirito Santo. Os
animais foram acondicionados em material isolante térmico e levados ao laboratorio
de microbiologia da Universidade Vila Velha — UVV onde os experimentos foram
executados.

2.2 Isolamento do material biolégico

Para se isolar as bactérias, todo o trato gastrointestinal dos peixes foi
removido através de técnicas assépticas, dividido em porcdes. Essas pocdes foram
classificadas em: es6fago (ESO), estobmago (EST), cecos piléricos (CP), intestino
proximal (IP), intestino medial (IM) e intestino final (IF).

Um grama de cada porgéo foi diluido em 9ml de solugéo salina estéril & 0,85%
e utilizando-se técnica de diluicdo seriada cada amostra foi inoculada em triplicata
em agar diferencial para Bacillus (HIMEDIA). As colbnias sugestivas de Bacillus
subtilis, neste meio de cultura, se apresentam na cor amarelada em funcédo da
fermentacao do acucar manitol.

Os isolados de Bacillus de cada segmento do trato digestério foram
quantificados e caracterizados pelo método de gram. Nesse método uma gota de
solugéo salina foi colocada sobre uma lamina e as bactérias foram espalhadas sobre
a solucédo salina até a secagem. Com a utilizacdo de calor os microrganismos foram
fixados nas laminas. Em seguida a lamina foi coberta com cristal violeta. Apds o
periodo de 1 minuto a lamina foi lavada com agua deionizada. A placa foi coberta
com solugao lugol por 1 minuto e novamente lavada com agua deionizada, com
alcool absoluto e com agua deionizada, nesta sequéncia. A lamina foi entdo corada
com fucsina por 30 segundos. Novamente foi lavada com agua deionizada e apos
secagem a observacao foi realizada em microscopio éptico. Bactérias gram positivas
detém uma parede celular mais espessa, composta de peptideoglicano, e as
bactérias Gram negativas possuem uma parede celular composta de
lipopolissacarideo. Por essas caracteristicas as Gram positivas coram na cor roxa,
porque retém o cristal violeta, e as negativas, quando lavadas com alcool, ocorre um
rompimento da camada externa de lipopolissacarideo permitindo assim que o
complexo cristal violeta e Lugol saiam da célula. Para que haja visualizagao das
Gram negativas coramos no final com Safranina fazendo com que estas se

apresentem na coloracao résea.
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Cada Bacillus isolado recebeu a identificacdao “B” seguido de um numero,

ficando de B01 até B20, correspondendo ao numero de cepas isoladas.

2.3 Avaliacao da atividade inibitéria in vitro

Para identificacdo do potencial probidtico das bactérias foram realizados
testes de antagonismo contra potenciais patégenos. Foram utilizadas cepas ATCC e
isolados obtidos no centro de aquicultura da UNESP-CAUNESP e no setor de
bacteriologia do Laboratério de Camardes Marinhos do Departamento de Aquicultura
da UFSC. As cepas patogénicas utilizadas foram: Pseudomonas monteilii CIP
104883, Pseudomonas libanensis CIP 105460, Vibrio harveyi ATCC 14126, Vibrio
alginolyticus ATCC 17749 e Aeromonas hidrofila ATCC 7966.

O método utilizado foi derivado de Ruiz et al. (1996). Inicialmente, Tanto o
Bacillus como as bactérias patogénicas foram ajustadas para o valor de 0,5 na
escala de Mac Farland, que é o padrdo de turvacdo mais utilizado para se
determinar a multiplicacdo em meios de cultivo liquido. Tubos com as bactérias
foram comparadas a tubos contendo diversas concentracées de cloreto de bario
(BaCly) e acido sulfurico (H.SO4) equivalendo a diversas concentracdes bacterianas,
para maior eficiéncia na técnica, usando uma microplaca, as amostras contendo a
solucdo padrao e as com as bactérias foram levados ao leitor de microplaca
avaliacao das concentracdes. ApOs este ajuste ambas foram cultivadas em agar
triptona de soja (TSA) (HIMEDIA) por um periodo de 24h a 37°C. Discos de agar do
Bacillus foram removidos e inseridos na placa de cultivo das bactérias patogénicas
por um periodo de 24h a 37°C. A presenca de halos de inibicao foi tomada como
evidéncia da atividade inibitéria. O grau de inibicao foi avaliado com base na medida
do tamanho do halo de inibicdo. Para esse medicdo foi utilizado um paquimetro
digital. Cepas que apresentaram um halo de inibigdo acima de 5mm para pelo
menos 3 patdgenos foram consideradas candidatas a probiético e selecionadas para
posterior identificagdo. Também foram analisados os halos de inibicdo apresentados
pelos antibidticos comerciais, Eritromicina, Clorofenicol, Sulfazotrin, Amicacina além
das cepas Bacillus subtilis 6633 e uma cepa comercial de Bacillus subtilis (Cepa C-
3102) nome comercial Calsporin 10. Os discos contendo dos antibidticos foram

fornecidos pelo laboratério de microbiologia da Universidade Vila Velha-UVV.
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2.4 Identificacao molecular das bactérias selecionadas

Para identificacdo molecular das cinco cepas de Bacillus que demonstraram
potencial probiotico, foi feita por analise de PCR utilizando o kit Bacillus subtilis Qual
PCR Box 1.0(Genebox, Lisboa, Portugal). Este kit é especifico para a detec¢do do
RNAr 16S do genoma do Bacillus subtilis em DNA de amostras bioldgicas.

2.5 Avaliacao do probiético na racao

Foi utilizada uma racdo extrusada com 45% de proteina para a composicao
das dietas. Em 100g de racéo foram espalhadas 10ml de caldo BHI (HIMEDIA) com
as cepas de Bacillus B02 e B03, crescidas anteriormente nesse meio. No intuito de
se alcangcar o mesmo numero de células bacterianas nas duas amostras estas foram
lidas em um leitor de micro placa (Molecular Devices) e a turbidez dos tubos de
cultivo foi ajustado para o valor 0,5 na escala de Mac Farlland. No controle foi
adicionado caldo sem o Bacillus. Todas as dietas foram levadas a uma estufa (x
30°C) de circulagao para secagem.

No intuito de avaliar o comportamento das duas cepas do Bacillus e do
controle quando adicionadas a racdo e armazenadas em diferentes locais, nove
amostras de 1g de cada racao foram armazenada em trés ambientes distintos:
geladeira (5°C), freezer (-18°C) e a temperatura ambiente (x 30°C), durante um
periodo de 30 dias e a cada dez dias uma amostra de cada ambiente foi diluida em
9ml de salina usando a técnica de diluicdo seriada e plagqueada em triplicata em
meio de cultura de agar diferenciacdo para Bacillus para contagem de células

viaveis.

2.6 Analise estatistica

Os resultados da concentracdo de Bacillus Subtilis nos diferentes tratamentos

foram comparados com os diferentes locais de armazenagem por uma Anova de
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dois fatores seguida do teste de Tukey (P<0,05). Todos os célculos foram

executados com o software SigmaStat 3.5.

3. Resultados

Baseado em exames morfoldgicos e testes de coloracao de Gram, 20 cepas
de Bacillus foram obtidas a partir de porcdes do trato gastrointestinal de Robalo peva
(Centropomus parallelus). Inicialmente estas cepas foram categorizadas em B01 a
B020.

tabela 1 — Namero de colbnias e cepas de Bacillus isolados por segmento do
trato gastrointestinal exibe a quantidade de colénias por porcdo do trato

gastrointestinal e o numero de cepas isoladas.

tabela 1 — Numero de colbnias e cepas de Bacillus isolados por segmento do trato gastrointestinal de adultos de
Robalo peva obtidos de pescadores da localidade de Regéncia — ES.

Numero de ,
Seguimento colénias Nu(r:r;el;c;de Nome da cepa
isoladas P
Esofago 21 2 B01, B02
Estébmago 42 6 B01, B02,B06,B08,B09,B015
Cecos
Pilbricos 56 8 B01,B02,B012,B013,B014,B017,B018,B020
Intestino | 60 3 B01,B02,B07
Intestino M 40 3 B04,B05,B019
Intestino F 146 7 B01,B02,B03,B05,B010,B011,B016
Total 365 29

A avaliacao inibitéria in vitro mostrou que algumas das cepas de Bacillus
induziram a criacao de halos de inibicao contra os patégenos, conforme mostrado na
tabela 2. Podemos observar que as cepas B02, B03, B04, B18 e B19 apresentaram
halos de inibicdo contra pelos menos trés patégenos. Também verifica-se que os
patdégenos Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus e Aeromonas hidrophila foram inibidas
por estas cinco cepas. Destacam-se as cepas B02 e B0O3 que apresentaram
atividade inibitéria contra todos os patégenos. Halos de inibicdo induzidos pelo B02
variaram entre 20,35mm a 26,41mm contra Pseudomonas monteilli € Aeromonas

hidrophila, respectivamente. Para o BO3 os valores percebidos variaram de
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20,80mm a 24,86mm conta, respectivamente, Pseudomonas monteilli e Vibrio

harveyi.

tabela 2 — teste de antagonismo das cepas de Bacillus frente a patégenos obtidas a partir de porgbes do trato
gastrointestinal de adultos de Robalo Peva(Centropomus parallelus). Dados expressos em mm na forma de
mediatdesvio padréo. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos

Vibrio harveyi _Vibriq Ae_romon_as Psgudomopas Pseudom_o_r_was
Cepas Bacterianas alginolyticus hidrophila libanensis monteilii
BO1 0+0 0+0 0+0 00 0+0
B02 23,77+0,682°  24,95+0,10*° 26,89+1,19° 24,11+0,72°  20,42+0,43°
B03 24,90+0,54%°  24,77+0,17%° 21,14+1,96®  24,36+1,47°  20,45+1,35%°
B04 25,02+0,17%° 24,5+0,35%° 18,22+0,22° 30+0° 040
B05 010 0+0 0+0 0+0 0+0
BO6 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
BO7 0+0 0+0 0+0 24,47+1,07° 0+0
BO8 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
B09 010 0+0 0+0 0+0 00
B010 0+0 040 20+0° 3040 0+0
BO11 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
BO12 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
B013 010 0+0 22,45+0,97% 26,48+0,68° 17,60+1,09°
BO14 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
BO15 0+0 0+0 0+0 00 0+0
BO16 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
BO17 0+0 0+0 0+0 00 0+0
B018 23,11+1,64%° 20,860,62° 20,70+0,80%° 30+0° 0+0
B019 21,65+0,45° 22,85+0,63° 26,4+0,84° 040 0+0
B020 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Bacillus subtilis 6633 010 0+0 010 010 0+0
Pr‘l’ggg};il"s‘;‘z]@;g'a' 25,6142,03° 25,041,11 18,7741,49°  24,73+1,78°  21,76+0,59
Eritromicina 30+0° 0+0 16,63+0° 0+0 0+0
Clorofenicol 30+0° 34,88+0% 27,66+0% 30+0% 29,87+0%*
Sulfazotrin 30+0° 30,3+0° 31,68+0° 30+0° 31,13+0%
Amicacina 30+0° 28,69+0% 00 30+0% 32,04+0%

Com base nos resultados dos testes de inibicdo e de crescimento em meio de
cultura agar e caldo as cepas B02, B03, B04, B018 e B019 foram selecionadas para
identificacdo molecular. O teste de PCR concluiu que as cepas eram todas da
espécie Bacillus subtilis. O resultado do teste esta demonstrado na figura 1 - Foto de
identificacdo molecular via PCR. Na figura 1 podem-se observar as cinco lanes
geradas pelas cepas probioticas. A lane PM indica o padrdo de peso molecular, as
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lanes C+-Cl os controles positivo com controle interno(em duplicata), C+SCI é o
controle positivo sem o controle interno e o C- é o controle negativo. As lanes B02 a
B19 representam as amostras dos Bs 02 a B19, respectivamente. Para que o
resultado seja dado como positivo e validado é necessario que os tamanhos das
bandas especificas de Bacillus subtilis e controle interno sejam, respectivamente,
151pb e 245pb (pares de base). Como a banda especifica e a de controle interno da
lane C+-Cl se mostraram presentes e bem marcadas o resultado é dado como
conclusivo que houve a reagdo. Como a banda especifica e a de controle interno
das lanes das amostras também estao presentes e sdo homdélogas as das lanes C+-
Cl o resultado é positivo e validado para Bacillus subtilis.

G v e

- e S e T S S e -

figura 1 - Foto de identificacdo molecular via PCR de amostras de Bs isolados do trato
gasto intestinal de Centropomus parallelus. Onde PM é o padrao de peso molecular, C+-Cl
os controles positivo com controle interno (em duplicata), C+SCI é o controle positivo sem o
controle interno e o C- é o controle negativo, Pb é pares de base. B02 a B19 correspondem
as amostras dos B02 a B19, respectivamente.

A contagem total das colénias da cepa B02 na rac&o no inicio do experimento
para todos os ambientes foi de 5x10°> UFC/ml. Na geladeira a contagem nos dias 10,
20 e 30 registrou os seguintes valores: 6,5x10°> UFC/ml, 10x10° UFC/ml e 6,7x10°
UFC/mI (figura 2 - Viabilidade da cepa probiética BO2 adicionada a racao ao longo

do tempo).
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No freezer os valores registrados foram: 5x10° UFC/ml, 5,1x10°> UFC/ml,
5x10° UFC/ml para os dias 10, 20 e 30, respectivamente. Em temperatura ambiente
a contagem total das col6nias atingiu os seguintes valores, para os dias 10, 20 e 30:
7,3x10° UFC/ml, 10,3x10° UFC/ml e 11,7x10°> UFC/ml (figura 2 - Viabilidade da cepa

probidtica BO2 adicionada a racao ao longo do tempo).

B02 (x105 UFC/ml)

4,0 -

2,0

0,0 T T T 1

Inicio dia 10 dia 20 dia 30
e=@® Bacilo 02-geladeira Bacilo 02-freezer em@m» Bacilo 02-ambiente

figura 2 - Viabilidade da cepa probidtica B02 adicionada a ragao ao longo do tempo, armazenada sob diferentes
condicoes.

Considerando a cepa B03 a contagem inicial do total de colénias na racéo
também foi de 5x10°> UFC/ml. 5x10° UFC/ml, 5,3x10> UFC/ml e 5x10°> UFC/mI foram
os valores aferidos na geladeira para os dias 10, 20 e 30, respectivamente. No
freezer os valores para os dias 10, 20 e 30 foram: 3,2x10° UFC/ml, 3,6x10°> UFC/ml|
e 4x10° UFC/ml. Na temperatura ambiente os valores do total de coldnias foram:
6,3x10° UFC/ml, 4,6x10° UFC/ml e 5,3x10°> UFC/ml para os dias 10, 20 e 30
respectivamente (Figura 3 - Viabilidade da cepa probiética BO3 adicionada a racao

ao longo do tempo).
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Figura 3 - Viabilidade da cepa probiética BO3 adicionada a ragéo ao longo do tempo, armazenada sob diferentes
condigdes.

A tabela 3 apresenta os valores médios, apds 30 dias, dos totais de colbnias
para as duas cepas de Bacillus subtilis nos trés ambientes de armazenamento.

tabela 3 — valores médios de unidade formadoras de colénias (UFC) da ragdo, sob diferentes formas de
armazenamento, das cepas B02, B03 e CONTROLE. Dados expressos em UFC/ml. Letras diferentes na mesma
coluna indicam que houve diferenga significativa.

TRATAMENTO AMBIENTE GELADEIRA FREEZER

CONTROLE Oa Oa 0a
B0O2 9,8x10° b 7,7x10° b 5x10° b
B03 5,4x10° ¢ 5,1x10°c 3,6x10°b

4. Discussao

O trato gastrointestinal do robalo peva coletado em Regéncia possui uma
populacao bacteriana, com potencial probibtico, elevada, pois nesse estudo foram
isoladas 20 cepas de Bacillus. Souza et al. (2010) selecionando bactérias acido-
laticas, com potencial probiético, a partir do trato gastrointestinal também de Robalo
peva alcancou o isolamento de 3 cepas bacterianas.
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Na hora da escolha da cepa deve se levar em conta a origem e obtencao da
bacteria. Segundo Verschuere et al. 2000 e Fjellheim et al. 2010 ndao ha uma
indicacao clara que cepas probidticas obtidas a partir do proprio hospedeiro, ou de
seu ambiente, tenham um desempenho melhor do que aquelas obtidas a partir de
outras origens mas é logicamente razoavel procurar por candidatos na prépria flora
do animal. Balcazar et al. (2006) ressalta que é preferivel utilizar cepas autdctones
por questdes como nado patogenicidade ou a habilidade de sobreviver e colonizar o
intestino dos animais. Em funcdo destes argumentos optou-se por isolar cepas a
partir de porgdes do trato gastrointestinal do Robalo peva (Cetropomus parallelus).

Para que fossem identificadas, as cepas foram testadas in vitro contra
patdgenos. Nos resultados obtidos todas as cinco cepas exibiram atividade
antagbnica contra pelos menos trés patégenos. Destacam-se as cepas B02 e B03
que exibiram antagonismo contra todos os patégenos. Estudos ja realizados vém
demonstrando que o teste de inibicdo frente a patégenos é considerado um fator de
grande importancia na selecao de bactérias candidatas a probiético (Fjellheim et al.
2010). Nesse estudo o mecanismo de inibicdo ndo foi verificado, entretanto, outros
trabalhos sugerem que tal atividade inibit6ria ocorre pelo fato de bactérias do género
Bacillus competirem por nutrientes contra outros tipos de bactérias (Moriarty, 1998)
ou pelo fato delas produzirem compostos antibacterianos (Balcazar et al, 2006).

Os resultados dos halos de inibicdo nos testes de antagonismo nao
mostraram diferencas entre as cepas B02 e BO3 quando comparados com o uso de
antibiéticos comerciais. A Unica excecdo ocorreu no teste contra o patégeno
Pseudomonas monteilii, onde houve uma diferenca, o B02 produziu um halo de
inibicdo menor que o do antibiético Amicacina. Entretanto, no teste contra o
patdbgeno Aeromonas hidrofila esta mesma Amicacina nao exibiu halo de inibicao
enquanto que halos foram percebidos para o B02 e B0O3 sendo esses maiores,
inclusive quando comparado ao antibiético Eritromicina. Estes resultados sugerem
que as cepas B02 e B03 tem efeito probidtico e podem ser uma alternativa ao uso
desses antibioticos.

Os resultados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com os alcangcados em
outros estudos disponiveis na literatura. Aly et al. (1998) estudando o efeitos
probidticos de Bacillus subtilis e LactoBacillus acidophilus em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) conseguiram obter atividade inibitéria do Bacillus subtilis
contra os patégenos, Aeromonas hidrophila e Pseudomonas fluorescens.

Vaseeharan e Ramasamy (2003) verificaram que Bacillus subtilis exibiram grandes
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halos de inibicdo contra Vibrio harveyi em camardes-tigre-gigante (Penaeus
monodon).

Apbés a identificacdo foram selecionadas as duas que apresentaram
resultados inibitorios contra todos patdégenos e os maiores halos de inibicdo. Assim,
as cepas B02 e B03 foram escolhidas para o teste de viabilidade e armazenamento
guando adicionadas a uma ragao comercial sob diferentes condicdes.

Apesar do armazenamento em temperatura ambiente (£30°C) ter elevado a
quantidade de bactérias na ragéo, 11,7x10° UFC/ml e 5,3x10° UFC/ml, B02 e BO03,
respectivamente, ao final do experimento. Todas as formas de armazenamento
podem ser consideradas viaveis, pois mantiveram, ao minimo, estaveis a quantidade
de bactérias. Este aumento pode ser explicado pelo fato da temperatura ambiente
estar mais proxima daquela considerada o6tima para o crescimento do Bacillus
subtilis (40°C) segundo Younis et al. (2010).

Os resultados obtidos com os testes de viabilidade e armazenamento
sugerem que as duas cepas podem ser armazenadas em diferentes temperaturas
mantendo uma quantidade significativa de UFC (unidades formadoras de colénia)
como mostrado na figura 2 - Viabilidade da cepa probiodtica BO2 adicionada a racao
ao longo do tempo e Figura 3 - Viabilidade da cepa probiética BO3 adicionada a
racéo ao longo do tempo.

Segundo Balcazar et al. (2006) e Vine et al. (2004) o crescimento das
bactérias e a capacidade de se manterem viaveis sob diversas formas de
armazenamento também devem ser caracteristicas avaliadas quando da sele¢éo de
probidticos. Estas caracteristicas estdo ligadas a questées como: producdao em larga
escala e analise custo/beneficio do probidtico Gomes-Gil et al. (2000).

5. Conclusao

Com base nos resultados obtidos nos testes de antagonismo e no teste de
viabilidades em racdo, armazenada sob diferentes condicdes, as cepas B02 e B0O3
exibiram as propriedades para serem consideradas probioticos, propriedades estas

semelhantes a de um produto comercial.
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CAPITULOII

O USO DE CEPAS DE Bacillus subtilis COMO MITIGADOR DE
ESTRESSE POR TRANSPORTE PARA ROBALO PEVA
(Centropomus Parallelus)
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RESUMO

JESUS, Elaine Cruz, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2014. O
USO DE CEPAS DE Bacillus subtilis COMO MITIGADOR DE ESTRESSE POR
TRANSPORTE PARA ROBALO PEVA (Centropomus Parallelus). Orientador:
Professor Dsc. Levy de Carvalho Gomes.

Nesse estudo, dietas enriquecidas com cepas do probiético autéctone Bacillus
subtilis B02 e BO03, obtidos a partir de porcées do trato gastrointestinal de
Centropomus parallelus, foram avaliadas com relagdo a tolerdncia ao estresse
provocado por transporte em juvenis. Apds o periodo de aclimatagao, juvenis de
robalo sem sinais clinicos de doencas, foram divididos em tanques e alimentados ou
com a dieta controle (sem probiotico) ou com dieta enriquecida com uma das cepas
probidticas do B02 e B03 por um periodo de 30 dias. Parametros fisico-quimicos da
agua bem como os parametros bioguimicos dos animais foram avaliados. A cepa
B02 conseguiu reduzir os indices de glicose e lactato em comparados ao tratamento
controle. Nao houve diferencga significativa entre o controle a cepa B03. Com base
nos resultados obtidos a cepa B02 foi considerada uma boa candidata a probidtico
para o Robalo peva.

Palavras-chave: Autéctone, estresse, e probidticos.
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ABSTRACT

JESUS, Elaine Cruz, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2014. USE
OF STRAINS OF THE Bacillus subtilis HOW STRESS MITIGATOR FOR
TRANSPORT TO FAT SNOOK (Centropomus Parallelus). Orientador: Professor
Dsc. Levy de Carvalho Gomes.

In this study, diets enriched with indigenous strains of probiotic Bacillus subtilis
B02 and BO03, obtained from portions of the gastrointestinal tract Centropomus
parallelus were evaluated for tolerance to the stress of transport juveniles. After the
acclimation period, sea bass juveniles without clinical signs of disease were divided
into tanks and fed either a control diet (without probiotics) or a diet supplemented
with the probiotic strains BO2 and BO3 for a period of 30 days. Physico-chemical
parameters of water and the biochemical parameters of the animals were evaluated.
The B02 strain showed one candidate probiotic.

Keywords: autochthonous, stress, probiotic
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1. Introducao

Os peixes sdo considerados uma das mais ricas fontes de proteina de origem
animal. Estima-se que cerca de 25% de toda a proteina de origem animal consumida
pelos seres humanos sejam obtidas a partir de peixes e mariscos e essa demanda é
ainda crescente (Nayak, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que os probiéticos podem ser utilizados
como mitigadores dos efeitos de estresse nos peixes e isso tem uma aplicabilidade
direta nas praticas de aquicultura. Assim os animais poderiam ser tratados com
probidticos antes de qualquer situacao estressante (Varela et al, 2010).

O desenvolvimento econbémico implica na necessidade de aumento nos
indices de produtividade nos sistemas de cultivo. Essa maximizacao € conseguida,
muitas vezes, com a utilizacdo de antibiéticos ja que a intensificacdo dos sistemas
de cultivo expde os animais a uma série de condigcbes adversas como: estresse e
deterioracdo das condi¢des ambientais (Nayak, 2010).

Segundo Varela et al (2010) alguns estudos demonstram que peixes tratados
com probiéticos tém um aumento na tolerancia a condi¢des estressantes. Mohapatra
et al. (2012) afirmaram que apesar de existirem tais estudos essa relagdo ainda néao
esta totalmente compreendida. Esses efeitos benéficos tém aplicacdes diretas nas
praticas de aquicultura. Antes de operacgdes criticas como transporte, mudancas na
temperatura da agua, manejo ou qualquer outra condicdo estressante os peixes
poderiam ser tratados com probidticos de forma a se mitigar os efeitos adversos
(Varela, 2010).

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos benéficos do
fornecimento de uma dieta com o probiotico autéctone (Bacillus subtilis) em juvenis
de Robalo peva (Centropomus parallelus) em relagéo a sua tolerancia ao estresse.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de animais e aclimatacao

Juvenis de robalo peva (72 animais) sem histérico de doencas foram
adquiridos de um criador particular e aclimatados por um periodo de 30 dias em um
tanque de 300L no laboratério. A temperatura da agua foi mantida em 25°C e
salinidade em 15ppt. O fotoperiodo foi controlado com 12horas de luz. O tanque foi
mantido com filtro e areacdo por 24 horas diarias, sendo sifonado todos os dias.
Neste periodo ocorreu a troca parcial da agua, cerca de 70% de seu volume, duas
vezes por semana. Os animais foram alimentados com ragcao comercial Nutriave

para peixes carnivoros, com 45% de proteina, duas vezes ao dia.

2.2 Delineamento experimental

Os peixes (n=72, 3,80g+1,25g e 6,26cmz0,78cm) foram divididos em 3
tratamentos: cepa Bacillus subtilis 02, cepa Bacillus subtilis 03 e controle. Cada
tratamento possuia 4 aquarios de 25L com 6 animais cada. Os aquarios foram
mantidos com filtro e areagéo por 24 horas diarias, sendo sifonado todos os dias. O
fotoperiodo foi controlado com 12:12 horas de luz:escuro e ocorreu a troca parcial da
agua, 70% do seu volume, 03 vezes por semana. Os parametros de qualidade da
agua, temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade, salinidade, PH e também
amdnia e nitrito, foram monitorados semanalmente. As medi¢cdes de amdnia e nitrito
foram realizadas segundo o método Endofenol e N-nafitil, respectivamente (Alpha,
1998).

2.3 Preparacao da dieta experimental da cepa de Bacillus
subtilis

Para o preparo da racao foi utilizado racao extrusada para peixe carnivoro
com 45% de proteina. Duas cepas de Bacillus, isoladas anteriormente do intestino

de adultos de Robalo peva, foram cultivadas em caldo BHI (brain heart infusion) e
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colocadas em estufa bacteriana pelo periodo de 48 horas a 37°C para crescimento.
Apds este periodo, ambas as cepas foram lidas em um leitor de micro placa
(Molecular Devices) e a turbidez dos tubos de cultivo foi ajustado para o valor 0,5 na
escala de Mac Farlland no intuito de se alcangar o mesmo numero de células
bacterianas nas duas amostras.

Foi aspergido 10ml de caldo enriquecido com as cepas em 100g de racdo. A
racdo enriquecida foi levada a secagem em estufa a 37°C com circulacao por 24
horas. Apds este periodo a ragao foi pesada e armazenada em microtubos do tipo
Eppendorf e guardado em geladeira. A alimentagdo dos animais foi realizada duas
vezes ao dia com 1% do peso a cada refeigao.

2.4 Crescimento

Ap6s 30 dias de alimentacdo, os animais foram pesados e medidos para a
avaliacao do crescimento. Os valores obtidos permitiram o célculo dos seguintes
indices biométricos:

e Ganho de peso (%) = (100x(Ps — P;)) + P; . Onde P; é o peso final e P; o
peso inicial.

e Taxa de crescimento especifico (TCE) = ((In Ps—In P;) + At)x100. Onde
In P é o logaritmo na base natural do peso final e In P; é o logaritmo na
base natural do peso inicial At € a duracao do tratamento em dias.

e Conversao alimentar aparente (CAA) = (QtRd*30) / Gp). Onde QtRd é
a quantidade diaria de ragao fornecida e Gp é o ganho de peso em

gramas.

2.5 Teste de tolerancia ao estresse

Em uma segunda etapa, os juvenis de robalo peva foram testados para
avaliar sua tolerancia a situacdes de estresse. Antes do inicio do experimento os

animais foram submetidos a um jejum de 24 horas. O teste de estresse foi
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executado simulando-se uma situacdo de transporte com duracédo de 15 horas. De
cada tratamento foram escolhidos, aleatoriamente, trés tanques para participarem do
experimento. No inicio do experimento os animais (n=6 para cada repeticdo) dos
tanques escolhidos foram transferidos para sacos plasticos de 10L contendo 2L de
agua, inflado com oxigénio e lacrado. Em intervalos aleatérios de tempo 0s sacos
contendo os animais eram submetidos a choques fisicos buscando-se aproximar o

experimento a situacdes reais ocorridas durante um transporte.

2.6 Coleta e preparacao das amostras

Os parametros de qualidade da agua, temperatura, oxigénio dissolvido,
condutividade, salinidade, pH e também amaénia e nitrito, foram monitorados apds o
transporte. Todos o0s animais foram submetidos a anestesia através da
administracao de 1 ml/L de eugenol (6leo de cravo da india) em um aquario com um
litro de agua. Amostras do sangue foram colhidas através da puncao da veia caudal.
Os animais foram sacrificados através de seccao cervical. Além do sangue, também
foram coletadas amostras do figado e branquias. O sangue coletado foi centrifugado
a 3000 RPM para ocorrer a separagao do plasma. Apds estes procedimentos todas
as amostras foram transferidas para um freezer e congeladas a -80°C.

2.7 Analise de cortisol, lactato, glicose e glicogénio

Para a andlise de cortisol foi retirada uma aliquota de sangue que foi
centrifugada para separacao do plasma. O teste baseia-se no método de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) por competicao entre o cortisol e 0 horménio-
enzima conjugado por um numero limitado de anticorpos anticortisol imobilizados. A
quantidade de cortisol € inversamente proporcional a quantidade do horménio-
enzima. A leitura dos resultados é realizada em um leitor de microplaca (marca
Molecular Devices) onde a absorbancia da amostra é considerada. O Coeficiente de
variagao intraensaio foi de 2,5%.

A avaliagdo do lactato no plasma baseia-se num método enzimético

colorimétrico. O lactato presente na amostra sofre acdo da lactato oxidase que na
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presenca de oxigénio produz alantoina e peréxido de hidrogénio. Este na presenca
dos reagentes fendlico e 4-aminoantipirina sofre agdo da peroxidase produzindo um
composto corado que possui absorbancia maxima de 540mn. Para essa analise foi
utilizado um kit préprio para determinacao do lactato (Katal) sendo a leitura realizada
em um leitor de microplaca.

Para andlise de glicose foi utilizada uma gota de sangue adicionada a tiras
préprias em aparelho medidor de glicose digital da marca Accu Check.

Para analise de Glicogénio, foram preparados os reagentes KOH (Hidr6xido
de Potassio), KoSO4 (Sulfato de Potassio), Fenol 4,1% e solugédo padrao de glicose.
A amostra usada nessa técnica foi extraida do figado. Uma porgcdo de 25 mg foi
centrifugada e depois levada a banho Maria. A seguir foi retirada uma aliquota da
amostra e adicionado etanol. Essa aliquota foi agitada e logo em seguida adicionada
sulfato de potassio. Depois foram preparados os reagentes para dosagem e
preparacao de curva padrdo. Esfriados os tubos em agua corrente foi feita a leitura
da absorbancia em um espectrofotobmetro (480 nm).

2.8 Avaliacao da atividade das enzimas catalase e glutationa-
S-transferase

Para a avaliacdo enzimatica foram utilizadas amostras da branquia. Estas
foram inicialmente descongeladas e homogeneizadas em tampao fosfato 0,1M (pH
7,6) sendo utilizado a diluicao de 10% P/V (peso/volume). Estas amostras
homogeneizadas foram centrifugadas por 30 minutos a 1300 RPM na temperatura
de 4° C. O sobrenadante obtido foi utilizado para a determinacdo da atividade
enzimatica.

A atividade enzimatica da catalase foi avaliada conforme o método proposto
por Aebi (1984). Assim, utilizando um tampéo TE (Tris 1M; EDTA 1mM) (pH 8,0) a
estimativa da atividade da enzima se deu por meio da avaliacdo continua do
diminuicdo da concentracao de peréxido de hidrogénio (H20.), pelo periodo de 1
minuto, utilizando-se um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 240 nm.
Assim, 10 ul do homogeneizado foram adicionados a 990 ul de solugdo tampéo em
uma cubeta. A reacgéao foi iniciada a partir da adicao do peroxido de hidrogénio.
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A avaliacdo da atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi calculada a
partir da quantidade do produto resultante da unido da glutationa reduzida (GSH)
com o CDNB (1-Cloro 2,4-Dinitrobenzeno). 100 pl da amostra homogeneizada foi
diluida e 200ul da solugéao de reagao que continha CDNB 60mM, GSH 10mM e
tampéao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0. A atividade enzimatica foi determinada
através de um leitor de placa com comprimento de onda de 340nm com leituras em
intervalos de 15 segundos pelo tempo total de 180 segundos segundo o protocolo de
Habig et al.(1974).

2.9 Estatisticas

Os dados obtidos foram estatisticamente analisados contra o tratamento
controle através de uma ANOVA e teste de Bonferroni. As diferencas entre os
tratamentos foram consideradas diferentes quando (P<0,05). Quando as amostras
falharam em teste de normalidade foram transformadas para logi,. Caso ainda as
distribuicbes n&o se apresentassem normalizadas foi utilizado o teste néo
paramétrico ANOVA on Ranks (Kruskal-Wallis) também com significancia quando P

< 0,05. Todos os calculos foram executados com o software SigmaStat 3.5.

3. RESULTADOS

3.1 Experimento 1 - Crescimento

Foram realizadas ao todo cinco medi¢des dos parametros de qualidade da
agua. A primeira medicao ocorreu no inicio do periodo de crescimento e as outras
em intervalos de sete dias. A tabela 4 - sumariza a média dos valores obtidos em
todas as medicbes. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os

tratamentos.
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tabela 4 — Parametros de qualidade da agua ao longo do periodo de crescimento de robalo peva
alimentado com diferentes probiéticos na ragdo. Dados expressos na forma média + desvio padrao

Parametros da agua CONTROLE B02 B03

pH 7,84 +£0,16 7,82 0,11 7,84 + 0,09

Salinidade (ppt) 14,79 £ 0,67 14,92 £ 0,5 14,85 + 0,56
Condutividade (mS/cm) 24,65 +0,88 24,68 £ 0,79 24,7 £ 0,95

Temperatura (°C) 24,9 + 0,56 24,81 + 0,59 24,78 + 0,59

Oxigénio Dissolvido (mg/L) 8,4+0,72 8,63 £ 0,47 8,67 £ 0,36

Aménia (mg/L) 0,12+ 0,07 0,13+ 0,07 0,15+ 0,08

Nitrito(mg/L) 0,06 + 0,05 0,05 + 0,04 0,05 + 0,04

Nenhuma mortalidade ou sinais clinicos de doenca foram observados em
qualquer um dos grupos durante os dias do experimento. A tabela 5 - indices

biométricos. Onde PMf peso médio final, CMf comprimento médio final, GP ganho de peso, TCE

taxa de crescimento especifica e CAA conversdo alimentar aparente. PMf , CMf , TCE e CAA

expresso no formato média + desvio padrdo. Dados de GP expressos em média. mostra 0s
valores médios obtidos, ao final do experimento, dos indices biométricos avaliados.
Embora os peixes tratados com os dois Bacillus tenham peso e comprimentos finais

maiores que o controle, essa diferenca nao foi significativa.

tabela 5 — indices biométricos. Onde PM; peso médio final, CM; comprimento médio final, GP ganho
de peso, TCE taxa de crescimento especifica e CAA conversao alimentar aparente. PM;, CM;, TCE e
CAA expresso no formato média + desvio padrdo. Dados de GP expressos em média.

Tratamentos PMf () CMf (cm) GP (%) TCE(q) CAA(q)

CONTROLE 450+0,94 8,62+0,58 15,84 0,50+£0,20 4,24+1,75
B02 455+1,23 8,63+0,72 21,14 0,64+0,17 3,01+0,88
BO3 466 +1,16 854+0,74 23,75 0,71 £ 0,21 2,73+0,94

Além da capacidade inibitéria frente a patégenos outras caracteristicas sao
igualmente desejaveis nas bactérias candidatas a probi6tico, como por exemplo, a
capacidade de aderir a mucosa do trato gastrointestinal do hospedeiro (Vine et al.
2004). A contagem ao fim do tratamento mostrou que as cepas probidticas de
Bacillus subtilis se aderiram e colonizaram o trato gastrointestinal dos juvenis de
Robalo peva. Os valores aferidos estdo demonstrados na tabela 6 — nao havendo
uma diferenca significativa (P=0,584) entre os tratamentos com cepas B02 e B03
para o para a contagem do Bacillus subtilis que também nao foi isolada do

tratamento controle.
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tabela 6 — Contagem da microbiota do intestino dos juvenis de Robalo peva apoés 30 dias de alimentagdo com
racdo contendo diferentes cepas de Bacillus subtilis. Dados expressos em UFC/ml x1 0* na forma média +
desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam tratamentos com diferenga estatistica.

TRATAMENTO Gram + Gram - Bacillus subtilis
CONTROLE 0,43+0,49a 0,95+0,89 0+0a
B02 13,25+3,01b 2,75+1,98 8,64+1,35b
B0O3 12,50+5,09b 2,48+1,59 9,3+3,39%b

3.2 Experimento 2 - Transporte

Nenhuma mortalidade ou sinais de distarbios na saude dos peixes foram
observados apéds o transporte.

Uma medicdo na agua dos sacos plasticos dos peixes que participaram do
transporte onde também nenhuma diferenca significativa foi observada entre os
tratamentos. Conforme dados expressos na tabela 7- Valores de aménia e nitrito da

agua dos peixes do teste de estresse. Dados expressos na forma média + desvio padrao

tabela 7- Valores de amoénia e nitrito da 4gua dos peixes do teste de estresse. Dados
expressos na forma média * desvio padrao

Parametros CONTROLE B02 B03
Salinidade (ppt) 6,37£0,02 6,350,118  6,49+0,06
Condutividade (mS/cm) 14,86+0,15 14,8+0,1 14,8310,2
Temperatura (°C) 25,16+0,35 24,96+0,19 25,09+0,39
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 26,46%0,11 26+0,45 26,410,2
Amédnia (mg/L) 1,260,532 1,39+0,203 1,20+0,19
Nitrito (mg/L) 0,057+0,005 0,02+0,10 0,051+0,40

Os valores (média * desvio padrdao em mg/dL) observados para a glicose
entre o0s peixes que participaram do teste de estresse foram: 103,33+30,65,
75,75+15,30 e 80,00+9,51 para os tratamentos controle, BO2 e B0O3 respectivamente.
Resultados significativos foram observados entre o tratamento controle e B02
(P=0,022).
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figura 4 — Valores de glicose em robalo peva submetido ao transporte apés 30 dias de alimentacao
com diferentes cepas de Bacillus subtilis. * Indica diferenga significativa do controle.

Os valores aferidos de (glicogénio (médiatdesvio padrao em
umol/glicose/tecido) observado entre o0s peixes que participaram do teste de
transporte foram 468,4 =+ 305,98, 507,73 * 326,6 e 352,43 * 275,75,
respectivamente, para os tratamentos controle, BO2 e B03. Nao havendo diferenca
significativa entre os tratamentos (P=0,207).
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Figura 5 - Valores observados para o glicogénio entre os peixes que participaram do teste de
estresse. Andlise estatistica realizada com dados transformados para logi, para normalizagdo dos
dados. Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos.
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Para o lactato os valores (médiatdesvio padrao em mg/dL) foram 3,34 + 1,81,
1,94 + 0,76 e 2,76 + 1,32 para o controle, B02 e B03 respectivamente. Havendo

diferenca significativa (P=0,047) entre os tratamentos controle e B02.

6,00 -

> w

o o

o o
1 1

LACTATO (mg/dL)
w
o
o

2,00 -

1,00 -

0,00 -
CONTROLE BACILO 02 BACILO 03

Figura 6 - Valores observados para o lactato entre os peixes que participaram do teste de estresse.
Andlise estatistica realizada com dados transformados para log;o para normalizacdo dos dados. O *
Indica diferenca significativa do controle.

Os valores do cortisol (médiatdesvio padrao em ug/dL) obtidos foram 57,79 +
13,09, 123,72 + 85,39 e 91,20 = 32,54 para os tratamentos controle, B02 e B0O3
respectivamente. Havendo diferenca significativa entre os tratamentos (P=0,02)

controle e B02.
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Figura 7 - Valores observados para cortisol entre os peixes que participaram do teste de estresse.
Analise estatistica realizada com dados transformados para log;o para normalizacdo dos dados. O *
Indica diferenca significativa do controle.
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Os valores para catalase (médiatdesvio padrao em pmol/min/mg de proteina)
e GST (médiatdesvio padrao em pg/min/mg de proteina) também foram medidos
apos o transporte. Os valores da catalase foram 9845,13+13603,74 (Controle),
13104,2319953,37 (B02) e 13117,18+11318,41 (B03). Para o GST os valores
aferidos foram 33,65+14,41 (Controle), 28,90+17,84 (B02) e 26,67+13,70 (B03). Nao
havendo diferenca significativa entre os tratamentos tanto para a catalase (P=0,197)
como para o GST (P=0,236).
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figura 8 - Valores observados para a catalase entre os peixes que participaram do teste de estresse.
Analise estatistica realizada com dados transformados para logq para normalizagéo dos dados. Nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 9 - Valores medidos para GST entre os peixes que participaram do teste de estresse. Andlise
estatistica realizada com dados transformados para log, para normalizagao dos dados. Nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos.

4. DISCUSSAO

Apesar dos animais alimentados com as cepas terem obtido um ganho de
peso maior que os animais controle, ndo foram encontradas diferencas significativas
nos indices biométricos (P>0,05). Segundo Dhert et al. (1992) dados biométricos sao
geralmente utilizados para se quantificar o sucesso do cultivo de peixes, entretanto,
crescimento e ganho de peso sdo processos lentos que necessitam de periodos
maiores de alimentagcdo para que se obtenha diferencas significativas. Varela et al.
(2010), por exemplo, conseguiu obter diferenca estatisticamente significante para o
peso de dourada (Sparus aurata) a partir do 64 dia do experimento fornecendo
alimento enriquecido com probibtico. Assim o periodo de 30 dias de tratamento,
utilizado no estudo, pode nao ter sido suficiente para que fossem obtidas diferencas
significativas nos indices biométricos, apesar dos resultados indicarem uma
tendéncia de melhores indices nos animais alimentados com as cepas probibticas.

Segundo Nayak (2010) varios fatores influenciam a adesao o estabelecimento
e acao do probidtico no intestino dos peixes. Podendo-se citar, por exemplo, a
temperatura, pH e o oxigénio dissolvido da agua. Ainda segundo Nayak (2010) os

probidticos podem agir como decompositores de matéria organica além de atuarem
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no controle de aménia e nitrito. Apesar de ter havido uma diminui¢cdo nos valores de
amdnia e nitrito, ndo foram identificadas diferencas significativas entre os
tratamentos ao fim do experimento bem como no teste de tolerancia ao estresse
(P>0,05). Varela et al. (2010), administrando o probiético PDP11 (cepa da familia
Alteromonadaceae) em Sparus aurata, também nao encontraram diferencas
significativas nos parametros de nitrito e aménia. O mesmo ocorreu com Liu et al.
(2010) administrando cepas de Bacillus subtilis em larvas de camardes branco
(Litopenaeus vannamei).

Além da atividade inibitéria frente a patégenos outras caracteristicas sao
igualmente desejaveis nas cepas candidatas a probidticos. Vine et al. (2004) e
Souza (2007) destacam que a capacidade de adesao ao trato gastrointestinal e sua
consequente colonizacdo devem ser analisadas quando da selecdo de cepas
probidticas. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as duas cepas de
Bacillus subtilils foram capazes de se aderirem ao intestino e manterem-se viaveis
durante o periodo do tratamento. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com
os obtidos por Souza et al. (2010) que verificou a colonizagdo do trato
gastrointestinal de juvenis de Robalo peva por bactérias acido-latico.

Alguns estudos tem demonstrado que peixes tratados com probibdticos tiveram
um aumento no nivel de tolerancia ao estresse Varela et al. (2010) e Mohapatra et
al. (2012). Neste trabalho foram medidos os niveis de cortisol, glicose, glicogénio,
lactato, catalase e GST de peixes alimentados previamente com as cepas
probidticas de Bacillus subtilis contra uma dieta controle sem as cepas. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos para o glicogénio,
catalase e GST (P>0,05).

Os resultados alcangados demonstram que houve uma diferenca significativa
(P<0,05) entre os niveis de glicose e lactato dos peixes que participaram do
transporte, entre os tratamentos B02 e controle, os valores foram menores no
tratamento B02. Niveis de glicose e lactato no sangue sao considerados bons
indicadores de estresse nos peixes estando relacionados a respostas secundarias
(Varela et al. 2010) e (Barton, 2002). Os valores de glicose sédo incrementados em
situacoes de estresse no sentido de se cobrir a necessidade energética extra (Varela
et al. 2010). O aumento do lactato estd ligado a questbes de fadiga muscular
(Barton, 2002). Os resultados obtidos sugerem que a cepa probiética BO2 pode ter

elevado a capacidade de absorcdo alimentar aumentado assim a quantidade de
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energia disponivel ao animal contribuindo para o ndo aumento dos indices de
glicose e lactato.

Os dados obtidos na medicao dos indices de cortisol demonstram que houve
um aumento estatisticamente significativo nos niveis desse hormdnio entre os
tratamentos B02 e controle. O nivel de cortisol foi maior no tratamento BO2.
Diferencgas significativas ndo foram encontradas entre o tratamento e B03. O indice
de cortisol é também considerado um dos principais indicadores de estresse em
peixes (Barton, 2002) e esta associado a respostas primarias. Apds a exposicao ao
estresse o0 eixo hipotalamico-pituitaria-interrenal (HPI), dos peixes, controla a
liberacao do cortisol. Com a liberagdo de horménio liberador da corticotropina (CRH)
ocorre a estimulagdo da glandula pituitaria levando a liberacdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) que é o principal estimulador da produgédo do cortisol
(Mommsen et al. 1999).

Os resultados obtidos sugerem que as cepas de Bacillus subtilis nao
diminuiram o efeito sobre esse parametro, durante o periodo de tratamento. Em
alguns casos a intensidade das respostas ao estresse pode ser influenciada por
diversos fatores como: genéticos e ambientais. Assim o grau apurado em um
indicador de estresse pode nao ser refletido na mesma ordem em outros
indicadores. Também segundo Barton (2002) a resposta ao estresse é um processo
dindmico e medicao fisioldgica € uma representacdo de um dado instante no tempo
no decorrer desse processo. Ainda segundo Barton (2002), apenas a medida do
nivel de cortisol pode nao refletir o nivel de estresse do peixe.

Como nao houve diferenca significativa entre os niveis de glicogénio, catalase
e GST isso sugere que as cepas de Bacillus subtilis no periodo de 30 dias do
tratamento nédo foi suficiente para melhorar essas respostas sobre esses

parametros.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos a cepa B02 é uma candidata a
probidtico para Centropomus paralellus.
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ANEXOS

NORMAS PARA ELABORACAO DO ARTIGO

Diretrizes para Autores

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) é uma publicacdo mensal da Embrapa, que edita e
publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou inglés, resultantes de
pesquisas de interesse agropecuario. A principal forma de contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também
publica Notas Cientificas e Revisdes a convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria cientifica. Nessa
analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do artigo segundo as normas da revista,
formulagdo do objetivo de forma clara, clareza da redacdo, fundamentacédo teodrica, atualizagdo da
revisdo da literatura, coeréncia e precisdao da metodologia, resultados com contribuigdo significativa,
discussao dos fatos observados em relacdao aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras,
originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicacdo desses critérios, se o0 nimero de trabalhos
aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicacdo, é aplicado o critério da relevancia relativa,
pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico é
considerada mais significativa. Esse critério é aplicado somente aos trabalhos que atendem aos
requisitos de qualidade para publicacdo na revista, mas que, em razdo do elevado nimero, ndo podem
ser todos aprovados para publicagdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os demais sdo
submetidos a anélise de assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparacao de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados - tabelas e figuras - publicadas
parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgagdo técnico-cientifica, como boletins
institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas etc.) e ndo podem ter sido
encaminhados simultaneamente a outro periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de
resumos, com mais de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

- S&o considerados, para publicagcdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos, Notas Cientificas
e Artigos de Revisdo, este Ultimo a convite do Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sdo: Entomologia,
Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos
e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte Times New
Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas e linhas numeradas.

Informagdes necessarias na submissao on-line de trabalhos

No passo 1 da submissédo (Inicio), em “comentarios ao editor”, informar a relevancia e o aspecto inédito
do trabalho.

No passo 2 da submissdo (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho completo em arquivo
Microsoft Word.

No passo 3 da submissao (Inclusdo de metadados), em “resumo da biografia” de cada autor, informar o
link do sistema de curriculos lattes (ex.: http://lattes.cnpq.br/0577680271652459). Clicar em “incluir
autor” para inserir todos os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 3, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexacao (key words) do trabalho nos
respectivos campos do sistema.
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No passo 4 da submissdo (Transferéncia de documentos suplementares), carregar, no sistema on-line da
revista PAB, um arquivo Word com todas as cartas (mensagens) de concordancia dos coautores coladas
conforme as explicagdes abaixo:

- Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordéncia com o seguinte contetdo:

“Eu, ..., concordo com o contetdo do trabalho intitulado “..... " e com a submissdo para a publicagdo na
revista PAB.

Como fazer:

Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o para o seu proprio e-mail (assim
gerara os dados da mensagem original: assunto, data, de e para), marque todo o email e copie e depois
cole no arquivo word. Assim, teremos todas as cartas de concordancias dos co-autores num mesmo
arquivo.

Organizacgao do Artigo Cientifico

A ordenacdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletrénicos, Resumo, Termos para
indexacao, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introdugdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussdo, ConclusGes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Abstract, Index terms, titulo
em portugués, Resumo, Termos para indexagdo, Introduction, Materials and Methods, Results and
Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Resumen, Términos para
indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccidn, Materiales y Métodos, Resultados y
Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexagdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no caso de
artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracdes (tabelas e figuras), que
devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteldo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras, incluindo-se os
artigos, as preposigoes e as conjuncgoes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.
- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou “influéncia”.

- Ndo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso, apresentar
somente o nome binario.

- N&do deve conter subtitulo, abreviages, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperagéo do artigo por indices desenvolvidos por bases de
dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial mailscula, por extenso, separados por virgula; os dois
Ultimos sd@o separados pela conjungao “e”, “y” ou “and”, no caso de artigo em portugués, espanhol ou
em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico, em forma de
expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de enderego do autor.

Endereco dos autores
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- Sdo apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal completos da instituicao
e o endereco eletrénico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico, entre parénteses, em
forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituigado.
- Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.
Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda, e
separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposicdes, conjuncdes e artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, os resultados e a
conclusao.

- Ndo deve conter citages bibliograficas nem abreviaturas.
- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do indicativo.
Termos para indexagao

- A expressao Termos para indexacao, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir duas ou
mais palavras.

- Ndo devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o nome cientifico (s6 o nome bindrio) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural Thesaurus ou
no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introducao

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a letra inicial, e em
negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do problema
cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto.

- O Ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do Resumo.
Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos Material e
Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os
tratamentos, o nimero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descricao detalhada dos tratamentos e varidveis.
- Deve-se evitar o uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir o
experimento.
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- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descrigdes de técnicas de uso corrente.
- Deve conter informacdo sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
minUsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressdo Resultados e Discussao deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras mindsculas,
exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sdo citadas sequiencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relagdo aos
apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de varidveis e tratamentos abreviados.
- Dados ndo apresentados nao podem ser discutidos.

- Ndo deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio trabalho
ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragdo do texto em
questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é necessaria
nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.
- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.
Conclusodes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras mindsculas, exceto a letra
inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no presente do
indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.
- Nao podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas, exceto a
letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou instituicdes).
- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas, exceto a letra
inicial.
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- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos Ultimos 10
anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacles descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-virgula,
sem numeragao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periédicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacdo de citacdo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In: SIMPOSIO LATINO-
AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de
Pés-Graduacdo em Engenharia Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificagdo de QTL associados a simbiose entre
Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja.Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.: BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E. de M. Manejo
cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegécio da mamona no Brasil. Campina
Grande: Embrapa Algodéao; Brasilia: Embrapa Informacdo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, 1.0. Cultivo da mandioca na Regidao Centro-Sul do Brasil. Dourados:
Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa
Agropecuaria Oeste. Sistemas de producao, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui), comportamento
espectral e utilizacdao de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese (Doutorado) - Universidade
Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econémicos, sociais e ambientais da
pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatorio do ano de 2003. Dourados: Embrapa
Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: .
Acesso em: 18 abr. 2006.

Citacoes

- N3o sdo aceitas citagdes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo ou qualquer outra
fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo deve ser evitada. - Devem ser
normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacOes descritas a seguir.

- Redagdo das citagdes dentro de parénteses
- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula, seguido de virgula e ano de

publicagao.
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- Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra mailuscula, separados pelo "e"
comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagéo.

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra
maiuscula, seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicagdo.

- Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem alfabética dos
autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes nao devem ser repetidos; colocar
os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido da
expressdo “citado por” e da citagdao da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagdo de citagdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso de citacédo
de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

- Redacdo das citagbes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as orientagdes anteriores, com os
anos de publicagdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Férmulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da fonte Times
New Roman.

- Ndo devem apresentar letras em itélico ou negrito, a excegdo de simbolos escritos convencionalmente
em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas em folhas
separadas, no final do texto, apds as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora dos
tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro, conciso
e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das variaveis dependentes.

- No cabecgalho, os nomes das variaveis que representam o conteldo de cada coluna devem ser grafados
por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo ou nas notas-de-
rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de Unidades.
- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados néo
apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na linha, a
direita do dado, letras minUsculas ou mailsculas, com a indicagdo em nota-de-rodapé do teste utilizado e
a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usa-los ainda na
base da tabela, para separar o contetido dos elementos complementares. Fios horizontais adicionais
podem ser usados dentro do cabegalho e do corpo; ndo usar fios verticais.
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- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; nao fazer
espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar nas
referéncias.

- Notas de chamada: sdo informacdes de carater especifico sobre partes da tabela, para conceituar
dados. S&o indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre parénteses, a direita da palavra
ou do niimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna indicadora. Sdo apresentadas de forma
continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de expoente, a
direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacdo dos fatos
descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em algarismo arabico,
e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo, ou entre a
figura e o titulo.

- Nos graficos, as designagdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais mailsculas, e devem ser
seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes devem
ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatdério, como também é obrigatdrio o crédito para o autor
de desenhos e graficos que tenham exigido agdo criativa em sua elaboragdo. - As unidades, a fonte
(Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informactes que
comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducao grafica e medir
8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edigdo em possiveis
corregoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%, para
cinco variaveis).

- Ndo usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas em
arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.
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- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicagées, cuja publicagdo imediata é justificada, por se tratar de fato
inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo cientifico completo.

Apresentacdo de Notas Cientificas

- A ordenacgdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as chamadas para
enderego dos autores), Resumo, Termos para indexagdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, texto
propriamente dito (incluindo introdugdo, material e métodos, resultados e discusséo, e conclusdo, sem
divisdo), Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico, exceto nos seguintes
casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustracdes (tabelas e figuras).
Outras informagoes

- N3o ha cobranca de taxa de publicagao.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificagdes nos artigos e de decidir
sobre a sua publicagao.

- Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento expresso
do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e 3273-9616, fax:
(61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacdo Tecnoldgica Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF
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