UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOEXPERIMENTACAO

EFEITO DE PROBIOTICO SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICOE
RESPOSTA AO ESTRESSE DE TILAPIA-DO-NILO
(Oreochromisniloticus) E JUNDIA (Rhamdia quelen)

DISSERTACAO DE MESTRADO

Lucas Centenaro

Passo Fundo, RS, Brasil
2016



EFEITO DE PROBIOTICO SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICO E RESPOSTA
AO ESTRESSE DE TILAPIA-DO-NILO (Oreochromisniloticus) E JUNDIA
(Rhamdia quelen)

Lucas Centenaro

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de P6s-Graduagdo em
Bioexperimentac&o, Area de Concentra¢do em Bioexperimentacdo, da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo (UPF), como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Mestre em Bioexperimentacao

Orientador: Prof. Leonardo José Gil Barcelos

Passo Fundo, RS, Brasil
2016



UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO FACULDADE DE AGRONOMIA E
MEDICINA VETERINARIA PROGRAMA DE MESTRADO EM
BIOEXPERIMENTACAO

A comisséo examinadora, abaixo assinada, aprova a Disserta¢do de Mestrado

EFEITO DE PROBIOTICO SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICOE RESPOSTA
AO ESTRESSE DE TILAPIA-DO-NILO(Oreochromisniloticus) E JUNDIA
(Rhamdia quelen)

Elaborada por
Lucas Centenaro

Como requisito parcial para a obtencéo do grau de
Mestre em Bioexperimentacao

Comissdo Examinadora

- — o
j T4
Leonardo José Gil Barcellos, Dr., UPF
(Orientador/Presidente)

i | 4 l. { &
Michele Fagundés, Dra., UPF

ot ) | P
{toha A wlaraing
Catia Aline Veiverberg, Dra., UFSM)

Passo Fundo, RS, Brasil
2016



CIP — Catalogac¢do na Publicagao

C397eCentenaro, Lucas
Efeito de probidtico sobre o desempenho zootécnico e
resposta ao estresse de tilapia (Oreochromisniloticus)e
jundia (Rhamdia quelen)/Lucas Centenaro. — 2016.
58f.:il., color.; 30 cm.

Orientador: Prof.Dr. Leonardo José Gil Barcelos.
Dissertacdo (Mestradoem Bioexperimentagdo)—
Universidade de Passo Fundo, 2016

1.Peixe - Criagdo. 2. Tilapia (Peixe). 3.Jundia (Peixe).4.
Stress (Fisiologia). I.Barcelos, Leonardo José
Catalogacao: Bibliotecaria Jucelei Rodrigues

Domingues - CRB 10/1569



AGRADECIMENTOS

Ao querido Espirito Santo que me sustenta, me da sabedoria, me consola, me
direciona e que revela atraves de sua maravilhosa criagdo o quao perfeito e maravilhoso Ele é,
desde a pequena bactéria, até o grandiosouniverso. Deus, o Teu amor enche todas as coisas,
nosso conhecimento é tdo limitado comparado a Sua maravilhosa sabedoria, s6 0 Senhor para
criar tudo isso téo perfeito. Obrigado por me amar.

A minha querida e amada esposa Katiucia, meu maior presente, obrigado por estar
sempre ao meu lado, pelo amor, apoio e compreenséo e por compartilhar comigo essa alegria.

Ao meu orientador Leonardo Barcellos, obrigado por me receber, por me ensinar,
pela oportunidade, e por todos esses anos de formacéao ao seu lado.

A professora Michele Fagundes, a querida RosmariMezzalira e aos colegas Jodo
Gabriel Santos da Rosa, GessiKoakoski, pela ajuda, apoio, incentivo e conselhos, sem vocés
nada disso seria possivel.

Aos colegas do laboratorio, pela ajuda, pela disposicdo, por tantas vezes abrir mao de
seu precioso tempo parame auxiliar na concretizacéo deste trabalho, que Deus os abengoe;

A empresa Sustenta Agroambiental, em especial ao Rafael, Marcos e ao querido
Tarso (in memorian) pelo incentivo, pelo apoio, pelo material e por tornar esse sonho
possivel.

A professora Laura Beatriz Rodrigues e ao professor Luiz Carlos Kreutz, pelo apoio,
conselhos e ajuda.

A todos que de uma forma ou outra contribuiram para a realizacao deste trabalho.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha amada esposa e a minha querida familia, amo vocés!

Vi



vii

EPIGRAFE

"O temor do Senhor € o principio da sabedoria, e 0 conhecimento do Santo €
entendimento.”

Rei Salomdo — Biblia Sagrada



INDICE

LISTA DE FIGURAS ... oottt st neane e ene e
LISTA DE TABELAS . ...ttt
LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt sne e
RESUMO ...ttt bbb bbbttt ettt bbbt ne et
ABSTRACT ..ottt ettt e s s et e e ettt e b e R e Rttt et et bt anes
(O | N 1 21 0] 516 107X TR
2. REVISAO DE LITERATURA . .....oiieeeeeeseeeteeeees s enes s
2.1 TILAPIA-DO-NILO......coiviiiiiiiisiisiieieseis e
2.2 JUNDIARNAMAIAQUEIEN) ...t
2.3 RESPOSTA ENDOCRINA AO ESTRESSE.......cocoiiiieiireeeeeeireesseeseses e
2.4 PROBIOTICO.....couiiiiiiieiseieesssessie et
2.5 ACAO PROBIOTICA NO ESTRESSE DE PEIXES........ccccocvvoiiieierieseesensnennas
2.6 CONDICOESPARAVIABILIZARO DESENVOLVIMENTO DO
PROBIOTICO........coiiiiiieiieieisie ettt
2.7 BACILLUS. .. ..ottt bbbt
3. CAPITULO Lottt
3.1 RESUMO ...ttt ettt b bbbttt nbe e
T AN = 1 I O USSP
3.3 INTRODUGAD. ......oiceeeceeet ettt
3.4 MATERIAL E METODOS. ..ot eseses s s s senes s ssne s snenens
3.4.1 Delineamento eXperimental...........ccccoiiiiieiiieie e
3.4.1.1 Experimento 1 - Avaliacdodo efeito probi6ticosobre o desempenho
zootécnico e resposta ao estresse em Jundia (Rhamdia quelen)..........cccccvevveieiieineninenn,
3.4.1.1.1 Fase 1: Avaliacéo do efeito probidtico sobre o desempenho zootécnico........
3.4.1.1.2 Fase 2: Avaliacdo do efeito probidtico na resposta ao estresse.....................
3.4.1.2 Experimento 2 - Avaliacdodo efeito probidtico sobre o desempenho
zootécnico e resposta ao estresse em Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus)...............
3.4.1.2.1 Fase 1l:Avaliacdo do efeito probiotico sobre o0 desempenho zootécnico.......
3.4.1.2.2 Fase 2: Avaliacdo do efeito probi6tico na resposta ao estresse............c.c......
3.4.2  ANALISE BSTALISTICA. .....eve et
I B N[ ] 7 W< 1 oF- VUSSR
3.5 RESULTADOS. ... .ottt sttt a et e nenne e eneaneas
3.5.1 Experimento Com Jundias (RhamdiaQuelen)..........cccccoceivviviveieiicieerciee.
3.5.1.1 Desempenh0 ZOOTECNICO. ....cueuviierieieiiiierieieie ettt ne e
3.5 11T PSSOttt e et ab e be e nne e ne e
3.5.1.1.2 Comprimento PAAIE0. ........ccivrieieieieiie ittt
3.5.1.1.3  Ganho MEdI0 POF Qia......c.ccvveiieieiieie e
3.5.1.1.4 Taxa especifica de CreSCimMento..........cccooviereieereieiseeese s
3.5.1.1.5  BIiomasSa FINaAL.......ccoooiiiiiiiii e
3.5.1.1.6  Indice HEPato-SOMALICO. .........ccevevreereeeesceeeesceeee e
3.5.1.1.7 Parametros de qualidade de AgUa............cceevueiieiieie s
3.5.1.2  COMTISOL. ..ttt et ns
3.5.2 Experimento Com Tildpias-do-Nilo (OreochromisNiloticus)........................
3.5.2.1  DesempPenn0 ZOOECNICO. ......cvrueiuiiieieieiie ettt
3.5.2. 1.1 PSSOttt re e

3.5.2.1.2 Comprimento Padr80..........ccciveiiiiieiieie et
3.5.2.1.3  GANNO POF GH8.....eiueiiiiiieiiieeii et
3.5.2.1.4 Taxa especifica de CreSCIMENTO..........cceciverurerieieere e
3.5.2.1.5  BIiomassa FINaAL.......cccooiiiiiiiiie e

viii



3.5.2.1.6 Parémetros de qualidade da AgUa............ccoeereririiiiniicee s 44
3.5.2.2  COMISOL. e e —— 44
3.6 DISCUSSAOD. ..ottt ettt e e e e e e e 45
A, CONCLUSOES. .....ooieeeeeeee ettt et e et s e eee e s eeeeeee e e seseeeeeeeeeneens 50
5. CONSIDERAGCOES FINAIS.....ooiioieeeeeeee e 51
B.  REFERENCIAS. ..o oo ettt ettt ettt ettt ettt enanens 52



LISTA DE FIGURAS

2. REVISAO DE LITERATURA

FIGURA 1.

Estimativas de peixes, camardes e outros organismos aquaticos
cultivados no Brasil em 2014 (3).....cccecveierieeireieiie e

3.5 RESULTADOS

FIGURA 2.
FIGURA 3.

FIGURA 4.
FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.

FIGURA 9.

FIGURA 10.

FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

FIGURA 14.

FIGURA 15.

Disposi¢do dos tratamentos Na fase L........ccccovvvvieienineniniseeeee,
Disposicao dos tratamentos na fase 2 referente ao experimento com
JUNIAS. ...
Disposicéo dos tratamentos na fase 2 referente ao experimento 1.....
Peso médio dos peixes por tratamento em cada dia de biometria e
em todo o periodo. Dados expressos em média + D.P. e
comparados pelo teste T de Student. O valor de P indica o nivel de
significancia enquanto NS indica que ndo houve diferenca...............
Peso médio dos peixes de cada unidade experimental. Dados
expressos em média + DP e comparados por ANOVA de uma via.
Os asteriscos indicam diferenca estatistica...........cc.coovvereriieiciecnn,
Evolucéo dos pesos (A) e coeficiente de variacdo dos pesos médios
dos peixes nas diferentes condi¢des (B).Dados expressos em média
+ D.P. e comparados por ANOVA de duas vias. Os asteriscos
indicam diferenga estatiStiCa..........cc.coovreiereiii i
Evolucdo dos comprimentos. Dados expressos em média £ D.P. e
comparados por ANOVA de duas vias. Os asteriscos indicam
diferenca eStatiStiCa.........ccvevveiiieie e
Comprimento padrdo médio dos peixes por tratamento em cada dia
de biometria e em todo o periodo. Dados expressos em media +
D.P. e comparados pelo teste T de Student. O valor de P indica o
nivel de significancia enquanto NS indica que ndo houve diferenca.
Comprimento padrdo medio dos peixes por tratamento em cada
unidade experimental.Dados expressos em média = DP e
comparados por ANOVA de uma via. Os asteriscos indicam
diferenga eStatiStiCA..........covereriririseeee e
Ganho em peso por dia dos peixes nas diferentes condi¢es.Dados
expressos em média + D.P. e comparados pelo teste T de Student.
NS indica que ndo houve diferenga...........cccceevvevieiiii i,
Taxa especifica de crescimento dos peixes nas diferentes
condicOes. Dados expressos em média + D.P. e comparados pelo
teste T de STUAENL.........ccveiiee e
Biomassa final, taxa de sobrevivéncia e peso médio final dos
peixes nas diferentes situacdes e seus respectivos coeficientes de
variacdo. Dados expressos em média £ D.P. e comparados pelo
teste T de STUAENL.........ccoveieecee e
Evolucdo do IHS no periodo. Dados expressos em média + D.P. e
comparados por ANOVA de duaS VI8S.........cccerveriirerinieieieeneneens
indice hepato-somatico (IHS) médio dos peixes por tratamento em
cada dia de biometria e em todo o periodo.em cada unidade
experimental. Dados expressos em média + D.P. e comparados pelo

30
31

33

33

34

34

35

35

36

36

37

37



FIGURA 16.

FIGURA 17.

FIGURA 18.

FIGURA 19.

FIGURA 20.

FIGURA 21.

FIGURA 22.

FIGURA 23.

FIGURA 24.

FIGURA 25.

FIGURA 26.

FIGURA 27.

teste T de Student. NS indica que ndo houve diferenga....................
indice hepato-somatico (IHS) médio dos peixes por tratamento em
cada dia de biometria e em todo o periodo em cada unidade
experimental. Dados expressos em média £ DP e comparados por
ANOVA de uma via. Os asteriscos indicam diferenca estatistica......
Concentracdes de cortisol plasmatico em Jundia (Rhamdiaquelen)
submetidas ou ndo ao estresse agudo, obtidas 1 hora apés estresse.
S-: Grupos ndo estressados; S+: Grupos estressados; PROB-:
Grupos alimentados com racdo sem adicdo de probiotico; PROB+:
Grupos alimentados com racdo contendo probiotico. Médias
comparadas por Andlise de Variancia(ANOVA) de duas vias
(valores de P & F NO TEXT0).....ccviiriiiiiiieieieie e
Peso médio dos peixes por tratamento em cada dia de biometria e
em todo o periodo. Dados expressos em média = D.P. e
comparados pelo teste T de Student. NS indica que ndo houve
AITEIBNGA. ...t
Peso médio dos peixes de cada unidade experimental. Dados
expressos em média + DP e comparados por ANOVA de uma via.
Os asteriscos indicam diferenga estatistica.............ccceevvvevvciievnenenne.
Evolucdo dos pesos (A) e coeficiente de variacdo dos pesos médios
(B) dos peixes nas diferentes condi¢Ges. Dados expressos em média
+ D.P. e comparados por ANOVA de duas Vias..........ccccceevrvreenenns
Comprimento padrdao médio dos peixes por tratamento em cada dia
de biometria em todo o periodo.Dados expressos em média + D.P.
e comparados pelo teste T de Student. NS indica que ndo houve
AITEIBNGA. ...
Comprimento padrdo médio dos peixes por tratamento em cada dia
de biometria em cada unidade experimental. Dados expressos em
média £ DP e comparados por ANOVA de uma via. Os asteriscos
indicam diferenga estatiStiCa.............coovverereiiiiieee e
Evolucdo dos comprimentos no periodo.Dados expressos em média
+ D.P. e comparados por ANOVA de duas vias...........cccceunee.

Ganho em peso por dia dos peixes nas diferentes condi¢Ges. Dados
expressos em média + D.P. e comparados pelo teste T de Student....
Taxa especifica de crescimento dos peixes nas diferentes
condi¢Oes.Dados expressos em média + D.P. e comparados pelo
teste T de STUAENL.........ccveiice e
Biomassa final, taxa de sobrevivéncia e peso médio final dos
peixes nas diferentes situacdes e seus respectivos coeficientes de
variacdo.Dados expressos em média £ D.P. e comparados pelo teste
T A STUAENT......eeeieceieeee e

Concentracbes de cortisol plasmatico em Tilapias-do-Nilo
submetidas ou ndo ao estresse agudo, obtidas 1 hora apés estresse.
S-: Grupos ndo estressados; S+: Grupos estressados; PROB-:
Grupos alimentados com racdo sem adicdo de probidtico; PROB+:
Grupos alimentados com racdo contendo probidtico; Os asteriscos
indicam diferenca entre 0s grupos.Médias comparadas por Analise
de Variancia (ANOVA) de duas vias (valores de P e F no texto)......

38

39

40

40

41

41

42

42

43

43

44

45

Xi



Xii

LISTA DE TABELAS

3.4 MATERIAL E METODOS

TABELA 1. Parametros zootécnicos avaliados, formula de obtencdo e unidade de
EXPreSSA0 A0S AUOS. ......ccivviciieiie e s 28



%l/dia
+DP
+SD
ACTH
ALT
AST
CxT
CEPAGRO
cm
CRH
ELISA
g

g/dia

h

Hab
HHI
kcal/kg
Kg
Kg/hab/ano
L/min
Log
mg/L
NS

°C

P
PROB-
PROB+
rpm

S-

S+
SNC
TEC
ufc/g
UPF

LISTA DE ABREVIATURAS

Porcentagem por dia

Desvio Padrdo méximo e minimo
Desvio Padrdo méximo e minimo
Hormonio Adrenocorticotrofico
Alanina aminotransferase
Aspartatoaminotransferase

Controle vs Tratamento

Centro de Extensao e Pesquisa Agropecudria
Centimetro

Hormonio Liberador de Corticotropina
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Grama

Grama por dia

Hora

Habitantes

Hipotalamo Hipdfise Interrenal
Quilocalorias por quilograma
Quilogramas

Quilograma por habitante por ano
Litros por minuto

Logaritmo

Miligrama por litro

Né&o significativo

Graus Celsius

Nivel de significancia

Grupos alimentados com racdo sem adi¢cdo de probidtico
Grupos alimentados com racao contendo probidtico

RotagOes por minuto

Grupos néo estressados

Grupos estressados

Sistema Nervoso Central

Taxa Especifica de Crescimento

Unidade formadora de coldnia por grama
Universidade de Passo Fundo

xiii



Xiv

RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacdo
Universidade de Passo Fundo

EFEITO DE PROBIOTICO SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICOE RESPOSTA
AO ESTRESSE DE TILAPIA-DO-NILO (Oreochromisniloticus) E JUNDIA
(Rhamdia quelen)

Autor: Lucas Centenaro
Orientador: Leonardo J. G. Barcelos
Passo Fundo, 30 de setembro de 2016

Melhorar a resposta ao estresse € um dos principais desafios na produgdo intensiva de
pescado, pois o desequilibrio fisiolégico gerado, quando ndo restaurado, causa problemas no
desempenho ena saide do peixe. Como alternativa, uma formulacéo probiotica foi testada em
duas espécies filogeneticamente distantes, Tilapia-do-Nilo(Oreochromisniloticus) e oJundia
(Rhamdia quelen) com o objetivo de avaliar o efeito sobre o desempenho zootécnico e a
resposta ao estresse. Num primeiro momento quatro caixas de fibra de 1000 litros formaram o
grupo controle, alimentados com racdo sem probidtico, e quatro formaram o grupo tratado,
alimentados com racdo adicionada de probiotico.Durante o periodo de 84 dias (Jundia) e 54
dias (Tilapias-do-Nilo) parametros zootécnicos foram avaliados. Numa segunda etapa 0s
animais, tratados ou ndo, foram desafiados com estresse fisicoe amostras de sangue coletadas
para determinar os niveis de cortisol. Desta forma, concluimos que o probiotico reduz o
estresse em Tilapias-do-Nilo, masndo em Jundias, e em ambas as especies o probidtico nao

interfereno desempenho zootécnico.

Palavras chaves: Estresse, Oreochromisniloticus, Rhamdia quelen, probidtico, cortisol.



XV

ABSTRACT
Master’sDissertation
Programa de P6s-Graduagdo em Bioexperimentacgao
Universidade de Passo Fundo

PROBIOTIC EFFECT ON PERFORMANCE AND RESP'ONSE TO STRESS ON
NILE TILAPIA (Oreochromisniloticus) and JUNDIA (Rhamdiaquelen)

Author: Lucas Centenaro
Advisor: Leonardo J. G. Barcellos
Passo Fundo, september 30, 2016

Improve the response to stress is a major challenge in the intensive fish production because
physiological imbalance generated when unrestored, causes problems in the performance and
health of the fish. Alternatively, a probiotic formulation was tested in two phylogenetically
distant species, Nile tilapia (Oreochromisniloticus) and Jundia (Rhamdiaquelen) in order to
evaluate the effect on the performance and the stress response. At first four 1000 liter fiber
boxes formed the control group fed diet without probiotic and four formed the group treated,
fed feed with added probiotic. During the period of 84 days (Jundia) and 54 days (Nile
Tilapia) zootechnical parameters were evaluated. In a second step the animals, treated or not,
were challenged with physical stress and blood samples collected to determine cortisol levels.
Thus, we conclude that the probiotic reduces stress in Niletilapia, but not Jundias, and in both

species probiotic does not interfere on the performance.

key words: Stress, Oreochromisniloticus, Rhamdiaquelen, probiotic, cortisol.
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1. INTRODUCAO

A producdo mundial de pescado em 2012 girou em torno de 158 milhdes de
toneladas, deste total, 66,6 milhGes de toneladas (48,9%) é oriunda da producao aquicola(57).

No Brasil a aquicultura alcancou em 2014 uma produgdo estimada de 600 mil
toneladas de pescado, destacando que dentre os setores de carnes, ela foi a que apresentou
maior crescimento entre 2004 e 2014, em média 8% ao ano (57).

A Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus) é a espécie que lidera a producdo aquicola
no Brasil (57), seu amplo cultivo estd relacionado ao rapido crescimento, adaptacdo ao
confinamento; crescimento e reprodugdo em lagoas, lagos e reservatdrios de agua doce ou
salobra, facil cultivo com outras espécies, (8) e habito alimentar onivoro,aceitando ragdes com
grande facilidade, desde o periodo de pés-larva até a fase de terminacéo. (23).

J& na regido sul do Pais, o Jundid (Rhamdia quelen) tem despertado grande atencao
de pesquisadores e produtores de peixes gracas as varias caracteristicas favoraveiscomo
aprolificidade, robustez e bom ganho em peso.A espécie tem sido intensivamente pesquisada
tanto em pesquisa aplicada, comoalternativa de producdo de peixes (11, 92,93),pois possui
excelente aceitagdo pelo mercado consumidor, tanto para pesca esportiva quanto para
alimentacdo, com caracteristicas propicias ao processamento (25).Bem como em pesquisa
basica, como por exemplo,na resposta ao estresse (13, 15) possuindo a¢cdes muito semelhantes
com outras familias de peixes, podendo ser usado como um modelo de pesquisa para outros
bagres em todo o mundo (56).

Apesar do crescimento daproducdo aquicola em cativeirono Brasil e no mundo, a
atividade apresenta ainda um grande potencial de expansdo, e hanecessidade de adequacao
das préaticas e estruturas que possibilitem uma maior eficiéncia na producgédo (57).No entanto,
para alcancar a importancia esperada, diversas dificuldades de natureza econbmica,
tecnoldgica e ambiental precisam ser superadas.

Uma das principais dificuldades envolvidas na pratica intensiva da aquicultura é o
inevitavel estresse enfrentado pelos peixesdurante o cultivo, resultante de varias praticas que
incluem a manipulacéo, selecdo, classificacdo, transporte, estocagem, mudancas ambientais
abruptas, entre outros.(17).

Estresse € o comprometimento do equilibrio homeostatico do organismo, que por
sua vez, desencadeia um conjunto complexo de respostas adaptativas a fim tornar a
restabelecer este equilibrio.Caso a intensidade do estressor persistir por um periodo

prolongado, o mecanismo de resposta fisioldgica pode ser comprometido causando problemas



17

para 0 desempenho e salde do peixe. (16). Para avaliar esse nivel de tensdo causado pelo
estresse, a elevacdo do cortisol do plasma é a principal resposta hormonal utilizada como
indicador (20).

A luz destas consideracdes, é necessariofornecer alternativas para a
aquiculturaque auxiliem o peixe na resposta aos desafios de estresse,e no aumento do
desempenho zootécnico, garantindo melhor satde, bem estar, produgéo eretorno financeiro.

Alguns estudos sugerem queprobidticos bacterianos poderiam responder aessas
exigéncias, uma vez que sdo adjuvantes microbianos vivos que tem um efeito benéfico sobre
0 hospedeiro.Modificando sua comunidade microbiana ou do ambiente associado,
assegurando uma melhor utilizacdo do alimento ou melhorando seu valor nutricional,
reforcando a resposta do hospedeiro a doenca, ou melhorando a qualidade do ambiente que o
envolve (98).Autores tem demonstrado que fornecer probiotico para peixes melhora a taxa de
crescimento e sobrevivéncia e reduz os niveis de cortisol, permitindo umamelhor resposta ao
estresse.(27,95).

Um dos candidatos para 0 uso como probiético sdo as Bactérias do género Bacillus,
devido as suas caracteristicas de secretar muitas exoenzimas, competir por espaco e
nutrientes, deslocar bactérias ndo desejaveis no intestino, inibir o crescimento de outras
bactérias (66), e também por sua capacidade de esporular, o que lhes confere maior
sobrevivéncia durante o transito estomacal (50), sua elaboracéo, transporte e armazenamento
das racOes (44).

Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar o potencial de umprobidticomultiespécies
do género Bacillusno desempenho zootécnicoe na resposta ao estresse fisico agudo de duas
espécies filogeneticamente distantes,0 Jundia (Rhamdia quelen), espécie nativa de habitos

noturnos, e a Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus,), espécie exoticade habitos diurnos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 TILAPIA-DO-NILO

A Tildpia-do-Nilo  (Oreochromisniloticus)pertence a seguinte classificacdo
taxonémica:Classe:  Actinopterygii,Série:Teleostei, Ordem: Perciformes, Familia:
Cichlidae,Género:Oreochromis,Espécie:Oreochromisniloticus. (36)

E uma das espécies mais importantes economicamente cultivadas no mundo, tem sua
origem na Africa, e embora seja uma espécie exotica ela esta geograficamente distribuida em
mais de 97 paises, em todos 0s continentes, seja como nativa ou como uma espécie
introduzida (87).

A Tildpiaem 2014 alcangou mundialmente uma producdo de 4,2 milhdes de
toneladas,sendo o0 segundo grupo entre os peixes mais produzidos no mundo (34).

No Brasil, a Tilapia lidera a producdo aquicola com cerca de 260 mil toneladas
produzidas em 2014, 31% a mais que as 198 mil toneladas produzidas em 2011 (FIGURA 1)

@3).

Principais grupos da aquicultura Brasileira - 2014
(valores em toneladas)

B Tilapia

m Peixes redondos
m Camardo mannho (L vannamei)
m Outros peixes
m Mexildes

u Outros

39.498
4.000 20.000

FIGURAL. Estimativas de peixes, camardes e outros organismos aquaticos cultivados no
Brasil em 2014 (3)

Seu amplo cultivo esta relacionado ao seu rapido crescimento, sua rusticidade,
adaptacdo ao confinamento, tolerdncia, crescimento e reproducdo em lagoas, lagos e

reservatorios de agua doce ou salobra, o facil cultivo com outras espécies, (8) e por possuir
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habito alimentar onivoro,aceita racbes com grande facilidade, desde o periodo de pds-larva
até a fase de terminacéo (23).

Ela é uma espécie tropical que prefere viver em aguas rasas e o conforto térmico esta
entre 29 e 31°C e param de se alimentar abaixo de 17°C, aguenta baixas concentra¢des de
oxigénio, mas as concentracfes devem ser mantidas acima de 2,0 a 2,5 mg/L, o pH ideal é
entre 6-9, e a amonia é toxica acima de 0,5 mg/L podendo tolerar concentragdes de até 0,9 por

algum tempo, no entanto ha prejuizo no crescimento (74).

2.2 JUNDIA(Rhamdiaquelen)

O jundia (Rhamdiaquelen) € uma espécie que ocorre naturalmente no sul da América
do Sul e pertence a seguinte classificacdo taxonémica Classe: Osteichthyes, Série: Teleosteli,
Ordem: Siluriformes, Familia: Heptapteridae, Género: Rhamdia, Espécie: Rhamdiaquelen
(53).

E uma espécie considerada euritérmica, ou seja, tolera temperaturas que variam de
17 a 32 °C, o que caracteriza a sua rusticidade podendo suportar o intenso inverno na regido
sul do Brasil e potencializar seu crescimento no verdo.Os niveis ideais de oxigénio na agua
para seu crescimento é proximo a 7,5 mg/l, tolera pH na faixa de 4,0 a 9,0, cresce melhor em
aguas com dureza entre 30-70 mg/L e alcalinidade entre 30 e 60 mg/L e quanto a amonia
(NHs3), niveis entre 0,4-2,0 mg/l causam morte em poucos dias. (7).S&o omnivoros, com uma
clara preferéncia por peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais, e detritos organicos e
possuem habitos noturnos (46, 38).

Devido a sua prolificidade, robustez e bom ganho em peso, a espécie tem sido
intensivamente pesquisada, tanto em pesquisa aplicada como alternativa de producgéo de
peixes (11,92, 93)pois possui excelente aceitacdo pelo mercado consumidor, tanto para pesca
esportiva quanto para alimentacdo, com caracteristicas propicias ao processamento (25), bem
como em pesquisa basica como por exemplo a resposta ao estresse (13,15) possuindo acdes
muito semelhantes com outras familias de peixes, podendo ser usado como um modelo de
pesquisa para outros bagres em todo o mundo (56).

Por essas interessantes caracteristicas zootécnicas e pela consideravel quantidade de
conhecimento € que a espécie foi escolhida como modelo para avaliar o potencial probiotico

sobre o desempenho zootécnico e resposta ao estresse.
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2.3 RESPOSTA ENDOCRINA AO ESTRESSE

Durante a histéria de desenvolvimento do peixe, a exposicado a agentes estressores é
inevitavel.Tal fato traz como consequéncia o comprometimento do equilibrio homeostatico do
animal, que por sua vez, desencadeia um conjunto complexo de respostas adaptativas a fim
tornar a restabelecer este equilibrio. Essa resposta se denomina estresse, caso a intensidade do
estressor persistir por um periodo prolongado, 0 mecanismo de resposta fisioldgica pode ser
comprometido causando problemas para a satde do peixe. (16).

Ao ser exposto a um determinado estressor, a resposta fisiolgica se inicia com a
percepcao da ameaca no sistema nervoso central (SNC).Impulsos sdo liberados por meio de
nervos simpaticos os quais inervam as células cromafins (77), este tecido cromafim é
homologo a medula da glandula adrenal e esta localizada na regido anterior do rim em peixes
teledsteos (2). Quando estimuladas estas células liberam catecolaminas a partir do estimulo de
receptores colinérgicos, a catecolamina predominante é a adrenalina que por estar armazenada
nestas células apresentam uma liberacdo rapida e seus niveis aumentam imediatamente com o
estresse (77).

De forma mais lenta ocorre a liberacdode corticosterdides a partir do eixo hipotdlamo
hipdfise interrenal (HHI). Ao receber a informacdo, o hipotdlamo no cérebro libera o
hormonio liberador de corticotropina (CRH), este por sua vez estimula as células
corticotroficas da hipdfise anterior a secretar o horménio adrenocorticotrofico (ACTH).Ao
cair na corrente sanguinea ocorrera o estimulo das células interrenais (homologo ao cortex da
adrenal) que estdo presentes no rim e estas por sua vez irdo sintetizar e liberar os
corticosterdides na circulacdo para que alcance seus tecidos alvos (18). O cortisol €
considerado o principal corticosteroide em teledsteos, e possui funcdo glicemiante,
promovendo um aumento no aporte de energia disponivel para que o peixe responda ao
agente estressor (20). Por ser este um processo que leva varios minutos, é possivel medir sua
quantidade na corrente sanguinea e usa-lo como um indicador do grau de estresse em peixes
(17). O controle da liberacdo de cortisol se da por meio de feedback negativo em todos 0s
niveis do eixo HHI. (20).

2.4PROBIOTICO

Devido ao grande potencial benéfico dosprobioticos, estes tém sido foco de muitos

estudos e pesquisadores vém sugerindo ao longo dos anos alteracbes e complementacGes
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referentes a definicdo e descricdo de suas principais caracteristicas, composi¢do, modo de
acao e efeitos produzidos no hospedeiro.

O uso de probidticos na nutricdo de humanos (39) e animais(84)é bem documentadae
a sua aplicagdo emaquicultura também tem sido uma realidade (98, 65).

Quando referido exclusivamente a organismos terrestres, probidtico pode ser
definido comoum suplemento alimentar com microorganismos vivos que afetam
beneficamente o animal hospedeiro, melhorando o equilibrio microbiano intestinal (39).

Diferente do ambiente terrestre, em aquicultura, a microbiota intestinal ndo existe
como entidade por si s6, mas é uma constante interacdo do ambiente com as fungdes dos
hospedeiros, onde as bactérias presentes no meio aquatico influenciam a composicéo da flora
intestinal e vice-versa(98).Sendo que 0s géneros presentes no trato intestinal em geral
parecem ser 0S mesmos presentes no ambiente ou na dieta, os quais podem sobreviver e
multiplicar no trato intestinal (24).

Além disso, quando comparados aos animais terrestres, os animais aquaticos sofrem
uma influéncia maior de microorganismos, principalmente dos patogénicos, pois estes
independem de hospedeiros e em determinadas circunstancias podem atingir uma alta
densidade sobre 0 animal.Essa interacdo com o hospedeiro ocorre na ingestdo de alimentos e
agua, no contato com a superficie de ovos, no momento do nascimento das larvas, nas guelras,
sobre a pele, entre outros. Uma vez que essa mesma interacdo também ocorre com 0s
microorganismosprobioticos, é possivel definir probidtico em aquicultura como um adjuvante
microbiano vivo que tem um efeito benéfico sobre o hospedeiro, modificando sua
comunidade microbiana ou do ambiente associado, assegurando uma melhor utilizacdo do
alimento ou melhorando seu valor nutricional, refor¢cando a resposta do hospedeiro a doenca,
ou melhorando a qualidade do ambiente que o envolve(98).

A maioria dos probidticos propostos como agentes de controle biolégico em
aquicultura pertencem as bactérias deLactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Carnobacterium, Shewanella, Bacillus, espécies de Aeromonas, Vibrio, Enterobacter,
Pseudomonas, Clostridium, e Saccharomyces, embora outros géneros ou espécies também
foram mencionados (67, 65).

Para ser considerado um bom microorganismoprobidtico, ele deve possuir algumas
caracteristicas importante como: exercer um efeito benéfico no hospedeiro; ndo ser
patogénico e/ou tdxico; ter células viaveis presentes em quantidades adequadas; ser capaz de

sobreviver e metabolizar no ambiente intestinal, por exemplo, resistindo ao baixo pH e a
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acidos organicos; e ser estavel e capaz de permanecer vidvel por longos periodos sob
condicdes de armazenamento e no organismo do animal hospedeiro (39; 49).

Aacdo de um determinado microorganismoin vitro pode ndo ser a mesma quando
testadain vivo, portanto é necessario distinguir a capacidade da estirpe de influenciar o
hospedeiro, da sua capacidade de atingir e manter-se no local em que o efeito probidticosera
exercido(52).

Diversas formas de acdo probidtica tem sido identificadas, dentre as quais se
encontram: a producdo de compostos inibidores, como a atividade antibacteriana (30),
atividade antiviral (60) e atividade antifungica (59); competicdo por sitios de adesdo(97, 94);
a modulacao de respostas imunitariasdo hospedeiro (79); competi¢do por produtos quimicos
ou energia disponivel (80); competicdo por nutrientes(40); melhoria da qualidade da agua
(54,09); interferéncia com quorumsensing (55); interacdo com fitoplancton; e a contribuicéao
para a digestdo enzimatica(98,65).

Portanto 0 uso de probioticos, pela sua variedade de mecanismos, é cada vez mais
visto como uma alternativa para enfrentar alguns desafios na aquicultura, como a reducéo do

estresse e a busca por melhor e mais rapido crescimento.

2.5 ACAO PROBIOTICA NO ESTRESSE DE PEIXES

Diversos trabalhos tem demonstrado a acdo e os beneficios do uso de probidticos no
que se refere a resposta de peixes a agentes estressores, como a melhora da capacidade de
enfrentamento deOreochromisniloticusao estresse de superlotacdo a partir do uso profilatico
de bactérias probioticasde Lactobacillusrhamnosus(47); diminui¢cdodos niveis de cortisol em
robalo europeus Dicentrarchuslabrax, L., utilizandoL. delbrueckiidelbrueckii como
probidtico(27);maior sobrevida deCatlacatlafly tratados com probiotico durante a embalagem
e transporte (76), reducdodos niveis de cortisol durante o transporte de
Paracheirodonaxelrodi, utilizando um probidticomultiespécie composto de Bacillussubtilis,
Bacilluslicheniformes, Lactobacillusacidophilus e Saccharomycescerevisiae(45) e a reducao e
expressdo de HSP70 e de receptores de glicocorticoides em Sparusaurata utilizando o
probidticomultiespécies, composto  de  Bacillussubtilis,  Bacilluslicheniformis e
Bacilluspumilus (4).
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2.6 CONDICOES PARA VIABILIZAR O DESENVOLVIMENTO DO PROBIOTICO

Conhecidos como viabilizadores do desenvolvimento de probidticos, os prebioticos
sdo componentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro, por
estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade de populacGes de bactérias desejaveis
no intestino. (43)

Desta forma, quando determinado probidtico ¢ administrado, geralmente com a
interrupcédo do tratamento, as estirpes ndo sdo mantidas no intestino de forma dominante. Uma
estratégia saudavel para ajudar a microbiota probiética a se manter de forma sustentavel no
intestino de peixes € a suplementacdo com prebidticos adequados, que servirdo de alimento
para as bactérias. (85).

As caracteristicas de um bom prebidtico, incluem: N&o ser hidrolisado, nem
absorvido na parte superior do trato gastro-intestinal; Ser fermentado de forma seletiva por
bactérias potencialmente benéficas no colon; Alterar a composi¢do da microbiota para uma
composicdo mais saudavel; e preferencialmente, induzir efeitos que sdo benéficos para a
salide do hospedeiro. (37)

Em meio aos prebidticos mais utilizados é possivel citar os frutanos do tipo inulina e
oligofrutose, derivados das raizes de chicoria, ob-glucano e arabinoxilanos presentes em
cereais, 0 transgalacto-oligossacarideos, lactulose, isomalto-oligossacarideos, lactosacarose,
oligossacarideos de soja, gluco-oligossacarideos e o0s xilooligossacarideos ricos em
carboidratos fermentéveis ndo digeriveis. Dentre estes, estudos apresentam como promissores
em aquicultura o b-glucano, a inulina e oligofrutose, os quais aumentam significativamente in
vitro o crescimento de estirpes probioticas. (85). Desta forma se observa a importancia da
escolha dos ingredientes utilizados na racdo fornecida para peixes, os quais podem influenciar
no desenvolvimento das cepas probioticas.

2.7 BACILLUS

As espécies de Bacillus sdobactérias Gram-positivas em forma de
haste,facultativamente anaerdbios ou aerobios, formadoras de esporos. Muitas apresentam
uma ampla capacidade fisiologica que lhes permitem viver em qualquer ambiente natural
(96).

Espécies Bacillussdo bactérias sapréfitas, comuns no solo, agua, poeira e ar (69),

sendo consideradas alactones, entrando no intestino através da comida (51).
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Estas bactérias tem sido amplamente utilizadas como probio6tico devido suas
caracteristicas de secretar muitas exoenzimas, e competir por espaco e nutrientes, deslocando
bactérias ndo desejaveis, no intestino por exemplo, ou inibindo o crescimento de outras
bacteérias (66).

Alguns mecanismos de acdo tem sido relatados com relacdo ao efeito benéfico
exercido pelo género Bacillus, tais como a producdo de proteases, capaz de melhorar o
desempenho de crescimento do camarao através do aumento da digestibilidade de alimentos.
(61); acdo na exclusdo competitiva, inibindo o crescimento de Vibriocarchariae em Jundia
(Rhamdiaquelen) (94) e conferindo maior resisténcia da Truta  Arco-iris
(Oncorhynchusmykiss) contra Yersiniaruckeri(75); Produgdo de nisina considerada como
bacteriocina e molécula sinalisadora interferindo no quorumsensi (55); modulacéo fisiologica
e imunoldgica como aumento na atividade oxidativa e bactericida do soro (58), aumento na
conversao alimentar, e taxa de eficiéncia proteica em Onchorhynchusmykiss (5, 64), aumento
de imunoglobulina, lisozima e atividade oxidativa em carpa (Labeorohita) (68); contribui para
a melhora da qualidade da dgua como biorremediacdo (54, 66) e reduz os niveis de cortisol
(45, 4).

Além disso, uma das principais vantagens de Bacillus sobre as bactérias acido
lacticas, na elaboracdo de probidticos, reside em sua capacidade de esporular, o que lhes
confere maior sobrevivéncia durante o transito estomacal (50) e durante a elaboracéo,
transporte e armazenamento das racoes (44).

No presente estudo o foco foi 0 uso de um probidticomultiespécie formado por:

B. methylotrophicus:Estirpes de bactérias pertencentes a este classe sdo microrganismos
associados a plantas conhecidas por ter efeitos benéficos no hospedeiro, como a promocao do
crescimento e melhoria da saGde (41).E também uma potente bactéria de liquefacdo de
amilase e produtora outras enzimas extracelulares de importancia industrial (21).

B. cereus:Bactéria presente no solo, quetem apresentado acdo significativamente no
percentual de sobrevivéncia e aumento da altura, largura e espessura das vilosidades
intestinais em Til&pias-do-Nilo (62).

B. amyloliquefaciens:é responsavel por grande parteda producdo mundial de a-amilase e

proteases(1) e possui acdo antibidtica e antifangica (99).
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3. CAPITULO 1

Efeito de probiotico sobre o desempenho zootécnico e resposta ao
estresse de Tilapia-do-Nilo(Oreochromisniloticus) e Jundia
(Rhamdia quelen)

3.1 RESUMO

Melhorar a resposta ao estresse € um dos principais desafios na produgdo intensiva de
pescado, pois o desequilibrio fisioldgico gerado, quando ndo restaurado, causa problemas no
desempenho ena saude do peixe. Como alternativa, uma formulagdo probioética foi testada em
duas espécies filogeneticamente distantes, Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus) e o Jundia
(Rhamdia quelen) com o objetivo de avaliar o efeito sobre o desempenho zootécnico e a
resposta ao estresse. Num primeiro momento quatro caixas de fibra de 1000 litros formaram o
grupo controle, alimentados com racdo sem probidtico, e quatro formaram o grupo tratado,
alimentados com racdo adicionada de probi6tico. Durante o periodo de 84 dias (Jundid) e 54
dias (Tilapias-do-Nilo) pardmetros zootécnicos foram avaliados. Numa segunda etapa os
animais, tratados ou ndo, foram desafiados com estresse fisico e amostras de sangue coletadas
para determinar os niveis de cortisol. Desta forma, concluimos que o probidtico reduz o
estresse em Tilapias-do-Nilo, mas ndo em Jundiés, e em ambas as espécies 0 probioético ndo

interfere no desempenho zootécnico.

Palavras chaves: Estresse, Oreochromisniloticus, Rhamdia quelen, probidtico, cortisol.

3.2 ABSTRACT

Improve the response to stress is a major challenge in the intensive fish production because
physiological imbalance generated when unrestored, causes problems in the performance and
health of the fish. Alternatively, a probiotic formulation was tested in two phylogenetically
distant species, Nile tilapia (Oreochromisniloticus) and Jundia (Rhamdiaquelen) in order to
evaluate the effect on the performance and the stress response. At first four 1000 liter fiber
boxes formed the control group fed diet without probiotic and four formed the group treated,
fed feed with added probiotic. During the period of 84 days (Jundia) and 54 days (Tilapia)

zootechnical parameters were evaluated. In a second step the animals, treated or not, were
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challenged with physical stress and blood samples collected to determine cortisol levels.
Thus, we conclude that the probiotic reduces stress in tilapia from the Nile, but not Jundias,

and in both species probiotic does not interfere on the performance.

key words: Stress, Oreochromisniloticus, Rhamdiaquelen, probiotic, cortisol.

3.3 INTRODUCAO

A producdo aquicola tem sido responsavel pela maior parte da producéo de pescado
no Brasil e no mundo, exigindo um aumento na producdo intensiva, que por consequéncia traz
consigo varios desafios (57). Dentre eles, estdo os altos custos com ragdo, problemas na taxa
de conversdo alimentar e o inevitavel estresse enfrentado pelos peixes durante o cultivo,
resultante de varias praticas que incluem a manipulacdo, selecédo, classificacdo, transporte,
estocagem, mudancas ambientais abruptas, entre outros. (17)

Quando a intensidade de determinado estressor persiste, 0 mecanismo de resposta
fisiologica pode ser comprometido causando problemas no desempenho e salde do peixe
(16). Esse nivel de tensdo causado pelo estresse agudo pode ser mensurado pela quantidade de
cortisol no plasma de peixes (20).

A luz destas consideragdes, é necessario fornecer alternativas para a aquicultura que
auxiliem o peixe na resposta aos desafios de estresse, e melhores seu desempenho zootécnico.
Alguns estudos sugerem que probioticos bacterianos podem responder a essas exigéncias,
uma vez que sdo adjuvantes microbianos vivos que tem um efeito benéfico sobre o
hospedeiro, modificando sua comunidade microbiana ou do ambiente associado, assegurando
uma melhor utilizacdo do alimento ou melhorando seu valor nutricional, reforcando a resposta
do hospedeiro a doenca, ou melhorando a qualidade do ambiente que o envolve (98). Autores
tem demonstrado que fornecer probidtico para peixes melhora a taxa de crescimento e
sobrevivéncia e reduz os niveis de cortisol, permitindo uma melhor resposta ao estresse
(27,95).

Um dos candidatos para o uso como probidtico sdo as bactérias do género Bacillus,
devido as suas caracteristicas de secretar muitas exoenzimas, competir por espaco e
nutrientes, deslocar bactérias ndo desejaveis no intestino, inibir o crescimento de outras

bactérias (66), e também por sua capacidade de esporular, o que lhes confere maior
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sobrevivéncia durante o transito estomacal (50), e durante a elaboragdo, transporte e
armazenamento das racoes (44).

Portanto o objetivo deste estudo é avaliar o efeito de um probidticomultiespécies do
género Bacillus no desempenho zootécnico, e na resposta ao estresse fisico agudo em Jundias

(Rhamdiaquelen) e Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus).

3.4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no periodo de out/2015 a maio/2016, nas instalacGes
daUniversidade de Passo Fundo (UPF), Rio Grande do Sul, Brasil (28° 15°S / 52° 24”W, 687
m acima do nivel do mar).

Um total de 1.760 peixes foram utilizados, sendo 960 machos e fémeas da espécie
Jundid (Rhamdia quelen), obtidos no Centro de Extensdo e Pesquisa Agropecudria
(CEPAGRO) da UPF,com peso médio de 15,4 + 1,3g,numa densidade de 1,84 g/L e800
Tilapias-do-Nilo (Oreochromisniloticus), revertidas sexualmente, com peso médio de 2,49 +
0,66gnuma densidade de 0,24 g/L, obtidas na Piscicultura Nossa Senhora Aparecida, na
cidade de ljui-RS.

Os animais foram aclimatados em tanques de fibra de 1000L por um periodo prévio
de 10 dias, alimentados ad libitum, duas vezes ao dia (8:00 e 16:00 h), com racdo comercial
extrusada de caracteristicas isoenergéticas, isoproteicas e isolipidicas,42% de proteina bruta,
3400 kcal/kg de energia digestivel (Jundid) e 46% de proteina bruta, 3600 kcal/kg de energia
digestivel (Tilapia-do-Nilo), em foto periodo natural, aeracdo por meio de soprador
compressor de ar e renovacgdo de agua continua a uma taxa de 6 L/min, com drenagem na
parte inferior dos tanques.

Durante o periodo de aclimatacdo e experimental foram realizadas analises dos
pardmetros de qualidade de 4gua como: oxigénio dissolvido (oximetro digital YSI 550A), pH
e condutividade elétrica (pHmetro digital solar SL 110), temperatura e parametros de amonia
total, dureza e alcalinidadeatravés de testes colorimétricos e titulagéo.

O estudo foi dividido em dois experimentos, o primeiro para avalia¢cdo no Jundia e o
segundo na Tilapia-do-Nilo,onde cada experimentose dividiu emduas fases, na primeira foi
avaliado o efeito probidtico sobre os parametros zootécnicos (TABELA 1) e na segunda o

efeito sobre a resposta ao estresse, nos mesmos animais da fase 1.
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TABELA 1: Parametros zootécnicos avaliados, formula de obtencéo e unidade de expressao
dos dados.

indice / parametro Formula Ul
(peixes vivos no dia especifico da coleta / peixes
Taxa de sobrevivéncia estocados) x 100 %
Comprimento total e S R
comprimento padrao Medicéo direta com ictiometro cm
Peso total do lote Soma dos pesos de todos os peixes g
Peso médio Media dos pesos de cada peixe g+SD
Ganho diario (Peso final — Peso inicial) / tempo em dias o/dia
Ganho diario médio Meédia dos ganhos diarios g/dia+ SD
Coeﬂuentepcizovarlagao do (Desvio padrdo / média) x 100 %
e log do peso final — log do peso inicial)/tempo
Taxa especifica de I( . o/l
crescimento em dias] x 100 Veldia
indice Hepatossomético (massa do figado x 100) / massa corpdrea %

O probidtico testado foi fornecido pela empresa Biotrade, formado pelo Bacillus.
methylotrophicus, Bacilluscereus e Bacillusamyloliquefaciens, inoculado na ragdo pela
prépria empresa em uma concentracéo de 7,5 x 10°ufc/g, a cada 14 dias, a fim de manter a

quantidade padrdo de bactérias na racao.
3.4.1 Delineamento experimental

3.4.1.1 Experimentol - Avaliacdo do efeito probidtico sobre o desempenho zootécnico e

resposta ao estresse em Jundia (Rhamdia quelen)
3.4.1.1.1 Fase 1: Avaliacao do efeito probiético sobre o desempenho zootécnico
Os peixes foram distribuidosemoito tanques (120 peixes por tanque) (FIGURA

2),quatro tanques formaram o grupo controle, os quais eram alimentados com ragé&o original

sem adicao de probidtico, os outros quatroconstituiram o grupo tratado,alimentados com racao
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adicionada de probidtico, duas vezes ao dia (8:00 e 16:00 h), ad libitum durante um periodo

de oitenta e quatro dias

‘ Grupo controle (Sem adicao de probidtico)

‘ GrupoTratado (Com adi¢do de probi6tico)

FIGURA 2. Disposicao dos tratamentos na fase 1.

Em intervalos de quatorze dias, foram realizadas biometrias para avaliacdo zootécnica
e 0 monitoramento dos parametros de qualidade da agua, com exce¢do da condutividade
elétrica, medida apenas no experimento 2.Uma amostra de vinte animais de cada caixa, eram
capturados, anestesiados (MS222 Finquel® 300mg/L tamponado com 600 mg/L NaHCO3), e
apos a perda de postura (grau de pressdo 4 — Anestesia) se realizava a coleta de dados para
avaliacdo zootécnica.
Oito desses animais eram abatidos por seccdo medular e dissecados para coleta de
figado, o qual era pesado, para avaliacdo do indice hepato-somatico.
Encerrado a coleta de dados, os 12 animais restantes permaneciam em uma bacia
com &gua sem anestésico, ap0s passar a anestesia 0s animais eram devolvidos para seus

respectivos tanques.
3.4.1.1.2 Fase 2: Avaliacao do efeito probio6tico na resposta ao estresse.

Das quatro caixas de cada grupo duas foram desafiadas com estresse agudo e duas
ndo foram desafiadas (FIGURA 3). O estresse agudo consistiu na perseguicdo dos animais
com puca durante 60 segundos. Decorrido uma hora apés a aplicacdo do estresse, amostras de

sangue foram coletadas.
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‘ Grupo Controle (Sem adi¢éo de probiotico)

‘ Grupo Tratado (Com adicao de probidtico)

Caixas desafiadas com estresse agudo

d

FIGURA 3. Disposigéo dos tratamentos na fase 2 referente ao experimento 1

Oito Jundias de cada caixa foram capturados e anestesiados (MS222 Finquel®
300mg/L tamponado com 600 mg/L NaHCQO3), ap6s a perda de postura, amostras de sangue
foram coletadas pela seccdo do plexo caudal utilizando capilares heparinizados, os capilares
foram colocados em tubos de ensaio e depois de centrifugado por 10min a 3000rpm o plasma
foi separado em tubos plasticos tipo Eppenddorf de 1,5 mL e congelado para posterior
determinacéo das concentracdes séricas de cortisol através de teste de ELISA, a partir de Kits

previamente validados para a espécie.

3.4.1.2 Experimento 2 - Avaliacdo do efeito probiotico sobre o desempenho zootécnico e
resposta ao estresse em Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus)

3.4.1.2.1 Fase 1:Avaliacao do efeito probiotico sobre o desempenho zootécnico

No estudo com Tilapias-do-Nilo foi utilizado o mesmodelineamento experimental
descrito para Jundids, exceto quanto ao periodo de duracdo do experimento que foi de 53 dias,
o0 qual teve que ser abreviado devido aoinicio do periodo de frio. Cempeixesforam
distribuidos em cada tanque e devido a quantidade reduzida de animais o indice hepato-

somatico nao foi avaliado.
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3.4.1.2.2 Fase 2:Avaliacao do efeito probiotico na resposta ao estresse.

No 53° dia do experimento a temperatura ambiente caiu drasticamente pela
proximidade do periodo de inverno, reduzindo a temperatura da agua para 15,65°C
(estressante para Tilapias-do-Nilo (28),mediante isso, se deu por encerrado a fase 1 do
experimento e se iniciou a fase 2. A fim de dar prosseguimento, quatro caixas com capacidade
para 100 L de agua, aeradas e aquecidas artificialmente, com troca diaria de 20% da agua,
foram preparadas para receber os peixes, duas caixas formaram o grupo controle, os quais
continuaram a receber racdo sem probidtico, sendo uma delas desafiada com estresse agudo e
a outra ndo,e as outras duas caixas constituiram o grupo tratado com probidtico, onde uma
sofreu estresse e a outra ndo.

Tanto o grupo tratado como o grupo controle foi formado a partir dos tanques do
experimento um, oito animais de cada tanque foram utilizados para formar 0s novos grupos

contendo dezesseis animais (FIGURA 4).

‘ Grupo controle (Sem adicao de probidtico)

‘ GrupoTratado (Com adicéo de probiotico)

Caixas desafiadas com estresse agudo

n=8 n=8 n=8 n=8

RERSRe

\/

Novos grupos constituidos para Fase 2, a partir dos grupos da Fase 1

FIGURA 4. Disposicdo dos tratamentos na fase 2 referente ao experimento com Til&pias-do-
Nilo.
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Durante sete dias 0s peixes permaneceram nas novas estruturas com a finalidade de
adaptacdo, e diariamente parametros de qualidade da dgua foram avaliados.

Terminado o periodo de adaptacdo, os métodos descritos para o Jundia foram
aplicados, com excecdo do estressor, que neste caso foi a manutengdo dos animais fora da

agua durante 120 segundos.

3.4.2 Andlise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas a partir do pacote estatistico
GraphPadPrism 6.As médias de cortisol foram comparadas por ANOVA de duas vias sendo o
Probiodtico (PROB) e o Estresse como fatores independentes.A mesma analise foi aplicada
para os dados de qualidade de agua e de coeficientes de variacdo, mas com o tempo (dia) e
presenca do probidtico como fatores independentes.

Para avaliacdo dos dados zootécnicos quando hd comparacdo(PROB+X PROB-) foi
utilizado o Teste T de Student. Quando comparada as caixas em cada unidade experimental
foi utilizado ANOVA de uma via seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey.

A homocedastidade e a normalidade dos dados foram previamente verificadas pelos
testes de Brown-Forsythe e Bartlett respectivamente.

3.4.3 Nota ética
Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Passo Fundo, UPF, Passo Fundo, RS, Brasil (Protocolo 018/2016-CEUA).

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Experimento Com Jundias (RhamdiaQuelen)
3.5.1.1 Desempenho zootécnico
3.5.1.1.1 Peso
Aqui observamos (FIGURAS5,6 e7) que os animais do grupo tratado iniciaram
significativamente maiores, 0 que provavelmente estd relacionado a efeito de amostragem,

essa diferenca se manteve na segunda biometria, e com o passar do tempo ela foi perdida

havendo um aumento gradual na variagdo onde o grupo controle apresentou mais momentos
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no Coeficiente de Variacdo (Figura 7 (B)). Ambos 0s grupos terminaram o periodo com o

mesmo peso médio.
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FIGURA 5.Peso médio dos peixes por tratamento em cada dia de biometria e em todo o
periodo.Dados expressos em média = D.P. e comparados pelo teste T de Student. O valor de P
indica o nivel de significancia enquanto NS indica que ndo houve diferenca.
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FIGURA 6. Peso médio dos peixes de cada unidade experimental.Dados expressos em média
+ DP e comparados por ANOVA de uma via. Os asteriscos indicam diferenca estatistica.
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FIGURA 7. Evolucdo dos pesos (A) e coeficiente de variacdo dos pesos médios dos peixes
nas diferentes condicdes (B).Dados expressos em média £ D.P. e comparados por ANOVA de
duas vias. Os asteriscos indicam diferenca estatistica.

3.5.1.1.2 Comprimento padréo

Observamos que os peixes do grupo tratado iniciaram maiores (FIGURA 8 e 9 e 10) e mais pesados
(FIGURATY (A)) do que os controles,relacionado provavelmente ao efeito de amostragem. Por
apresentarem maior uniformidade nos dias iniciais, existe um baixo desvio padrdo, ficando mais facil
gue a estatistica detecte diferencas significativas, como a variacdo cresceu gradativamente, essa

diferenca foi perdida, sendo essas diferencas iniciais irrelevantes.
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FIGURA 8.Evolucdo dos comprimentos. Dados expressos em média £ D.P. e comparados por
ANOVA de duas vias. Os asteriscos indicam diferenca estatistica.
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FIGURA 9.Comprimento padrdo médio dos peixes por tratamento em cada dia de biometria e
em todo o periodo.Dados expressos em média + D.P. e comparados pelo teste T de Student. O
valor de P indica o nivel de significancia enquanto NS indica que ndo houve diferenca.
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FIGURA 10.Comprimento padrdo médio dos peixes por tratamento em cada unidade

experimental.Dados expressos em média + DP e comparados por ANOVA de uma via. Os
asteriscos indicam diferenca estatistica.

3.5.1.1.3 Ganho médio por dia

Se observa um Coeficiente de Variagdo muito alto (FIGURA 11), dificultando a
possibilidade de diferencas.
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FIGURA 11.Ganho em peso por dia dos peixes nas diferentes condi¢Oes.Dados expressos em
média £ D.P. e comparados pelo teste T de Student. NS indica que ndo houve diferenca.

3.5.1.1.4 Taxa especifica de crescimento

Percebemos que a taxa especifica de crescimento (FIGURA 12) ndo mostrou nenhum

efeito do tratamento, uma vez que houve similaridade para todos os grupos.
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FIGURA 12.Taxa especifica de crescimento dos peixes nas diferentes condicGes.Dados
expressos em média £ D.P. e comparados pelo teste T de Student.

3.5.1.1.5 Biomassa Final

Os dados (FIGURAL13) apontam claramente para a auséncia de efeito do tratamento.

Os controles apresentaram variagdes maiores na biomassa e menor no peso médio final. Mas
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isso ndo se traduziu em diferencas significativas entre as médias nos trés parametros. Quanto

a sobrevivéncia ndo houve diferencas significativas.
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FIGURA 13.Biomassa final, taxa de sobrevivéncia e peso médio final dos peixes nas
diferentes situacOes e seus respectivos coeficientes de variacdo. Dados expressos em média *
D.P. e comparados pelo teste T de Student.

3.5.1.1.6 indice Hepato-Somatico

A principio os efeitos de desempenho ndo podem ser explicados por qualquer
questdo hepética (FIGURA 14, 15 e 16), neste caso ndo houve nenhuma diferenca entre

tratamentos em cada biometria.
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FIGURA 14. Evolucdo do IHS no periodo. Dados expressos em média + D.P. e comparados
por ANOVA de duas vias



30/10/15 C x T inicial 13M1M15Cx T 27M11/15Cx T 11/1215C x T
NS NS
3 NS 3. |L| 3- — 3. 1
T 24
B? 24 < 24 s
I 14 E R =
0- 0- o @ 2
& © @ &
O
c.°':lL &-@9 00“6 W & ¥
25M2M15Cx T 08/01/16C x T 22/01/16 C x T final
3. NE 31
I I 5 NS
g 2 g1 4
e E
w
I 4] § 14
o
04
04
(2]
& & &
S N

38

FIGURA 15. indice hepato-somatico (IHS) médio dos peixes por tratamento em cada dia de
biometria e em todo o periodo.em cada unidade experimental.Dados expressos em média +

D.P. e comparados pelo teste T de Student. NS indica que nao houve diferenca.
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FIGURA 16. indice hepato-somatico (IHS) médio dos peixes por tratamento em cada dia de
biometria e em todo o periodo em cada unidade experimental. Dados expressos em média +

DP e comparados por ANOVA de uma via. Os asteriscos indicam diferenca estatistica.
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3.5.1.1.7 Parametros de qualidade de agua

Observamosque ambos 0s grupos permaneceram todo o periodo experimental com
niveis inadequados de oxigénio dissolvido 3,83 + 0,80 (minimo aceitavel € 5 mg/L) e que
permaneceram no limite inferior da faixa de pH ideal 5,98 £ 0,15 (ideal 6-8). A temperatura,
dureza e alcalinidade se mantiveram na média de 23,94 + 0,95; 29,58 + 3,54; e 41,87 £ 13,15
respectivamente. Nao houve diferenca significativa nos parametros de qualidade de &gua e

nao foram detectados niveis de amonia.

3.5.1.2Cortisol

Né&o foi detectada interacdo entre PROB e ESTRESE (P = 0,9030, F; 53 = 0,01501)
nem tampouco efeitos isolados do PROB (P = 0,6045, F; 53 = 0,2715) e do ESTRESSE (P =
0,0242, Fi53 = 0,5385) (FIGURA 17). Os valores dos grupos controles se apresentam

elevados, indicando estresse em todo sistema.
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FIGURA 17.Concentraces de cortisol plasmatico em Jundia (Rhamdiaquelen) submetidas ou
ndo ao estresse agudo, obtidas 1 hora apds estresse. S-: Grupos ndo estressados; S+: Grupos
estressados; PROB-: Grupos alimentados com racdo sem adicdo de probidtico; PROB+:
Grupos alimentados com ragdo contendo probidtico. Médias comparadas por Anélise de
Variancia(ANOVA) de duas vias (valores de P e F no texto).
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3.5.2 Experimento Com Tilapias-do-Nilo (OreochromisNiloticus)

3.5.2.1 Desempenho Zootécnico

3.5.2.1.1 Peso

N&o houve grandes variagfes (FIGURAS 18, 19 e 20) entre os tratamentos, e ambos

chegaram ao final do periodo com 0 mesmo peso sem diferengas significativas.
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FIGURA 18. Peso médio dos peixes por tratamento em cada dia de biometria e em todo o
periodo. Dados expressos em média £ D.P. e comparados pelo teste T de Student. NS indica

que nédo houve diferenga.
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FIGURA 19.Peso médio dos peixes de cada unidade experimental. Dados expressos em
média £ DP e comparados por ANOVA de uma via. Os asteriscos indicam diferenca

estatistica.
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FIGURA 20.Evolucdo dos pesos (A) e coeficiente de variagdo dos pesos médios (B) dos
peixes nas diferentes condigcdes. Dados expressos em média + D.P. e comparados por
ANOVA de duas vias

3.5.2.1.2Comprimento Padréo

N&o foi observado diferencas em relacdo ao comprimento padrdo dos animais
(FIGURA 21, 22 e 23).
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FIGURA 21.Comprimento padrdo médio dos peixes por tratamento em cada dia de biometria

em todo o periodo.Dados expressos em média + D.P. e comparados pelo teste T de Student.
NS indica que ndo houve diferenca.
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FIGURA 22.Comprimento padrdo médio dos peixes por tratamento em cada dia de biometria
em cada unidade experimental. Dados expressos em média = DP e comparados por ANOVA
de uma via. Os asteriscos indicam diferenca estatistica.
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FIGURA 23. Evolucdo dos comprimentos no periodo.Dados expressos em média = D.P. e
comparados por ANOVA de duas vias

3.5.2.1.3Ganho por dia

E possivel observar (FIGURA 24) que os peixes tratados com probi6tico obtiveram
um ganho inicial de peso por dia significativamente maior no primeiro periodo, no entanto,

essa diferenca ndo se manteve.
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FIGURA 24. Ganho em peso por dia dos peixes nas diferentes condi¢des. Dados expressos
em média + D.P. e comparados pelo teste T de Student.

3.5.2.1.4Taxa especifica de crescimento

Né&o se observa diferencas significativas (FIGURA 25)

TEC periodo 04/03-18/03 TEC periodo 18/03-01/04
3 3
T 2 § 2
3 3
= =
o o
Q
. =
0 0
o dp@ @0
& & & &
TEC periodo 01/04-15/04 TEC periodo 15/04-29/04
3 3
= 5 2
g : g
2 2
Q [&]
b w 1
0 0
A2 #0\6 y
(p‘&o -c«"@hp & &

FIGURA 25. Taxa especifica de crescimento dos peixes nas diferentes condi¢des.Dados
expressos em média + D.P. e comparados pelo teste T de Student.

3.5.2.1.5Biomassa Final

Os dados (FIGURA 26) apontam claramente para a auséncia de efeito do tratamento.

Os controles apresentaram varia¢fes maiores no peso médio final emenor na biomassa. Mas
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isso ndo se traduziu em diferencas significativas entre as médias nos trés parametros. Quanto

a sobrevivéncia ndo houve diferencas significativas.
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FIGURA 26.Biomassa final, taxa de sobrevivéncia e peso médio final dos peixes nas
diferentes situacdes e seus respectivos coeficientes de variacdo.Dados expressos em media *
D.P. e comparados pelo teste T de Student.

3.5.2.1.6Parametros de qualidade da agua

O pH 6,02 + 0,18 e a temperatura 23,58 + 0,79 °Cse mantiveram a baixo do ideal
para a espécie e no Gltimo periodo houve uma queda brusca na temperaturapara 15,32 + 0,90
°C. Os niveis de oxigénio, dureza, alcalinidade e condutividade elétrica se mantiveram na
média de 6,53 + 0,71; 33 £ 5,16; 33,25 + 5,72 e 55,6 + 9,1 respectivamente. Ndo houve
diferenca significativa nos parametros de qualidade de agua e ndo foram detectados niveis de

amonia.

3.5.2.2 Cortisol

Tilapias-do-Nilo alimentadas com racdo contendo probiético (PROB+) ndo elevaram

cortisol quando desafiadas a um estresse agudo, 0 que ocorreu marcadamente nos peixes com
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racdo ndo contendo o probidtico (PROB-) (FIGURA 27). Nao foi detectada interacdo entre a
presenca do probidtico e o estresse (P = 0,2762,F1 3 = 1,230) e sim efeito do probiotico (P
<0,0001 Fi30= 27,03.
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FIGURA 27.ConcentracGes de cortisol plasmatico em Tilapias-do-Nilo submetidas ou nédo ao
estresse agudo, obtidas 1 hora apOs estresse. S-: Grupos ndo estressados; S+: Grupos
estressados; PROB-: Grupos alimentados com racdo sem adicdo de probidtico; PROB+:
Grupos alimentados com racdo contendo probiético; Os asteriscos indicam diferenca entre 0s
grupos.Médias comparadas por Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias (valores de P e F
no texto).

3.6 DISCUSSAO

O avanco da producéo de pescados em cativeiro no Brasil e no mundo, o potencial de
expansdo, e a necessidade de adequacdo das praticas e estruturas para maior eficiéncia na
producdo (57), traz como consequéncia a inevitavel exposicdo dos organismos a agentes
estressores, que se tiverem seus mecanismos de defesas comprometidos, podem sofrer
problemas na saude e no desenvolvimento (16).

Como alternativa para reducdo do estresse e melhoria no desempenho zootécnico de
peixes, se tem sugerido o uso de probioticos bacterianos (27, 95).

Aqui demonstramos que o probidtico conjugado do género Bacillussp.para duas

espécies filogeneticamente distantes, o Jundia (Rhamdiaquelem) de habitos noturnos e a
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Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus) de habitos diurnos, reduz o estresse em Tilapias-do-
Nilo, mas ndo no Jundia, e em ambos ndo afeta 0 desempenho zootécnico.

Duas hipo6teses podem estar relacionadas a redugdo em Tilapias-do-Nilo, uma
positiva, referente ao aumento da disponibilidade de energia para suporte metabolico (47)
reestabelecendo a homeostase, e outra negativa, pela possibilidade do bloqueio ou exaustéo
do eixo HHI (12).

O género Bacillus produz proteases e outras enzimas capazes de melhorar a digestao
e absorcdo de nutrientes (42, 100, 61), inibe o crescimento de microorganismos oportunistas
na microflora intestinal por exclusdo competitiva (97, 94), confere resisténcia contra
microorganismos (75) e reduz o estresse (45, 4).

A capacidade de facilitar a digestdoe absorgéo de nutrientes pode disponibilizarmaior
energia para a resposta ao estresse. Entretanto,ndo se observa efeito no desempenho
zootécnico, tal fato pode ser explicado pela metodologia adotada, a cada catorze dias
biometrias eram realizadas e 0s animais perseguidos e capturados, tal pratica é considerada
estressante para os peixes (15), que devido ao estresse ndo se alimentavam por determinado
periodo. Assim, ocorre alteracdes na flora intestinal, pois o estresse provoca degeneracao de
mucosa do intestino, perturbacdo do mecanismo de absorgéo e disfuncdo de barreira intestinal
(88,89,91), diminui o apetite e o crescimento (82), reduzindo a microbiota intestinal aderente
(83). Portanto, se e cada biometria havia prejuizo na flora intestinal, € possivel que a
quantidade de bactérias probidticascolonizandoo intestino seja suficiente para reduzir o
estresse, porém, ndo para interferir no desempenho zootécnico.

Tais argumentos tambémpodem ser aplicados ao Jundia, no entanto, a falta de efeito
na resposta ao estresse podem envolver outros fatores.

Testes ndo publicados,realizados em larvas de Tildpia, utilizando o mesmo
probiético, mostram diferencas significativas no desempenho zootécnico.Esse efeito pode
existir, uma vez que € preferivel fornecer probioticos para peixes na fase larvar, pois € neste
estagio ontogenético inicial que elas sdo liberadas no ambiente externo (19),e onde ocorre a
formacgdo da flora intestinal, facilitando a fixacdo e colonizacdo do intestino pelas cepas
probioticas(81).

A hipotese para um possivel bloqueio ou exaustdo no eixo HHI, pode ser
considerada. No entanto, quando observamos auséncia de diferenca na taxa de sobrevivéncia
e nos demais indices zootécnicos, que no caso de bloqueio apresentariamalteracGes

negativas(16), podemos afirmar que tal bloqueio ou exaustdo no eixo HHI ndo existe,
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apoiando a hipdtese de uma acdo benéfica do probidtico na reducdo do estresse, tal fato
também pode ser aplicado ao Jundia.

Na espécie Jundia, o probidtico ndo exerce efeito sobre a resposta ao estresse,
eapresenta niveis de cortisol elevados nos grupos controles indicando estresse em todo
sistema. Apesar disso, por ndo possuir efeito positivo, nem negativo, podemos considera-lo
como ndo estressante para a especie.

Tais resultados podem ter relacdo a fase de desenvolvimento dos animais, falhas no
manejo e instalacdes, a qualidade da dgua e a caracteristicas da espécie.

Quando desafiados ao estresse,0s jundidsem fase juvenil se encontravam na
puberdade, considerada como evento-chave no desenvolvimento e modulagdo do eixo HHI,
exibindo uma resposta ao estresse mais prolongada em comparacdo com peixes adultos (14).
Somado ao fato de que Jundias juvenis apresentam seu pico de liberacdo 5 a 30 minutos apds
0 desafio ao estresse (56), tendo seus niveis em 60 minutos muito préximos ao encontrado por
nos, essa pode ser uma hipdtese para os baixos niveis de cortisol nos grupos estressados. Ja
que a diferenca entre os grupos controle VS estressados s6 pode ser observada com a medicédo
durante o pico de concentracdo de cortisol, ndo é possivel afirmar definitivamente que o
probidtico ndo possui efeito sobre a resposta ao estresse em Jundid, pois as amostras de
sangue foram coletadas 1 hora ap6s o estresse agudo (13, 15). Assim, nova repeticdo é
necessaria, observando a faixa de desenvolvimento do Jundia e seu respectivo pico de
liberacdo de cortisol.

O cortisol elevado nos grupos controle podeestar relacionadoa possiveis problemas
de manejo e instalagdes,ou ao estresse causado pelos niveis de oxigénio que se mantiveram na
média de (3,83 £ 0,81), abaixo dos niveis aceitaveis (5 mg/L) e pH (5,99+ 1,09) considerado
como limite inferior da faixa de pH ideal (6-8).

Caracteristicas referentes a domesticacdo da espécie também sdo importantes, de um
lado temos a Tilapia-do-Nilo,espécie ddcil, domesticada a mais de 30 anos no mundo, e a
mais de 20 anos no Brasil, adaptada a criacdo em cativeiro(101)e alvo de intenso
melhoramento genético (31).Por outro lado o Jundi, espécie pouco conhecida cientificamente
(26), rastica e com menor periodo de domesticacdo e adaptacdo a criagdo em cativeiro,
principalmente as estruturas experimentais, desta forma sendo mais vulneravel ao estresse.
Tal fator também pode explicar a diferenca de resposta entre as duas espécies.

A auséncia de efeito probidtico sobre o desempenho zootécnico pode se relacionar a
uma possivel insuficiente concentracdo de probiotico fornecida e sua capacidade de colonizar

0 intestino. Em animais cuja flora intestinal j& esta estabelecida, a colonizacdo das bactérias
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probidticas somente ocorrecom doses elevadas e continuas e assim que o fornecimento cessa,
a diminuicdo de bactérias no intestino € acentuada(6). A viabilidade e manutencdo da
concentracdo das cepas na racdo durante os 14 dias também pode estar relacionado, uma vez
que o probidticodeve ser vidvel sob condi¢cBes normais de armazenamento e tecnologicamente
adequados para processos industriais (6).

Além disso, no presente estudo as condi¢des ndo permitiram os jundids expressarem
seu potencial maximo de crescimento, correspondente ao ganho por dia entre 1 e 1,5g, (92),
existindo a possibilidadedo efeito ocorrer apenas em condicdes ideais de desenvolvimento.

Em suma, concluimos que oprobi6ticoé um redutor de estresse em Tilapias-do-Nilo,
trazendo implicacdes produtivas positivas. O estresse € considerado como um dos principais
desafios na producdo intensiva de pescado, envolvendo fatores ambientais, densidade de
ocupacdo durante o crescimento, desnutricdo, fome, transporte, selecdo, superlotacdo, entre
outros (29).

Quando o peixe esta estressado, € a intensidade do estressor persiste por um periodo
prolongado, sua capacidade de resistir a agressdo pode ser enfraquecida, causando problemas
em varios sistemas fisiologicos dos peixes (16), incluindo a reproducdo (72, 86),
crescimento(73), sistema endocrino (32) e comportamento (63).

Com base nisso e no fato de que animais ndo estressados ou que enfrentam melhor o
estresse, recuperam a homeostase mais rapidamente, interferindo de forma direta na melhor
condicdo de bem estar e expresséo de sua capacidade de desempenho (48),
fornecerprobidticopara Tilapia-do-Nilo pode auxilia-la no enfrentamento ao estresse
decorrente do processo produtivo,com maior resisténcia ao manejo, aos desafios ambientais e
menor incidéncia de doencas (76, 27, 47).

N&o descartamos a possibilidade de possivel acdo do probidtico na resposta ao
estresse de Jundid e no desempenho zootécnico devido a limitagdes encontradas no estudo,
portanto sugerimos como base para novos testes com probioticos em jundia: 1) A criacdo de
um grupo controle e um grupo tratado paralelo, para eliminar a interferéncia do estresse da
biometria, realizando apenas uma avaliacdo inicial e final dos lotes; 2) Manter cuidado
especial com a qualidade da agua, garantindo parametros que permitam a expressao total de
desempenho; 3) Eliminar qualquer fator externo de manejo e instalacéo, pricipalmente se o
foco for avaliagdo de estresse; 4) Observar a fase de desenvolvimento dos animais no
momento da avaliacdo ao estresse, respeitando o pico de liberacdo do cortisol; 5) Realizar
estudos em tanques proprios para producao, obtendo informacdes mais proximas da realidade;

6) Periodicamente avaliar a viabilidade das cepas na racdo para confirmar se os animais estéo
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recebendo concentracdes constantes; 7) Testar diferentes concentragdes do probidtico, pois
podem interferir na colonizacdo do intestino dos peixes; 8) Fazer analise microbiologica do
intestino para avaliar aderéncia e colonizacdo das cepas; 9) Desenvolver estudos com

diferentes fases de desenvolvimento dos peixes.
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4. CONCLUSOES

Ao avaliar o efeito do probidticomultiespécie no desempenho zootécnico e na
resposta ao estresse de Jundia (Rhamdiaquelem) eTilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus),
concluimos que:

o O probidticoatua como redutor de estresse em juvenis deTilapia-do-Nilo
(Oreochromisniloticus);

o O probidtico ndo apresenta efeito sobre a resposta ao estresse de juvenisde
Jundia (Rhamdiaquelem);

o O probioticoapesar de nao interferir na resposta ao estresse, ndoé estressante
para a espécie Jundia (Rhamdiaquelem);

o O probidticondo possui efeito sobre o desempenho zootécnico delundia
(Rhamdiaquelem) eTilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O mercado de alimentos tem crescido intensamente no mundo inteiro e os padrdes de
exigéncia alimentar da populagdo se elevado. Uma das atividades e que apresenta uma
crescente importancia no cendrio mundial e nacional é a aquicultura, onde o Brasil esta
inserido como grande potencial na atividade devido suas condigdes naturais, clima favoravel e
sua matriz energética.

A busca por uma producdo aquicola saudavel, sustentavel e rentavel, tem sido o alvo
de muitos pesquisadores, que buscam solugdes para os mais diversos desafios enfrentados na
atividade.

Neste contexto, os resultados descritos nesta dissertacdo apontam para o probiético
como uma O6tima alternativapara auxiliar Tilapias-do-Nilono enfrentamento do estresse
decorrente do processo produtivo. Produzindo desta forma, animais mais saudaveis, com

maior resisténcia ao manejo, aos desafios ambientais e menor incidéncia de doencas.
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