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RESUMO

A tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, ¢ uma das espécies de peixe mais importantes para a
aquicultura e pode ser cultivada em diferentes sistemas de producdo. Os sistemas com
tecnologia de bioflocos (BFT) se destaca pelo seu baixo impacto ambiental, e pela producao e
gestdo de comunidades microbianas dentro da coluna d'4dgua. Entre as alternativas
ambientalmente amigaveis, capazes de modular o microbioma intestinal de peixes, destacam-
se os probidticos e os acidos organicos, que exercem influéncia positiva sobre os indices
zootécnicos € imunologicos de peixes. O objetivo desse estudo foi estabelecer relagdes entre o
microbioma da dgua e do intestino de juvenis de tildpia-do-nilo cultivados em sistema BFT.
Para isso, foi utilizado o Sequenciamento de Alto Rendimento (SAR) que possibilitou o
sequenciamento do perfil microbiano e o mapeamento completo da comunidade bacteriana
intestinal e da agua do sistema BFT. Os peixes foram cultivados em seis tanques circulares em
condicdes heterotrdficas utilizando a tecnologia BFT, sendo alimentados quatro vezes ao dia,
com uma taxa de alimentacdo de 3,0% do peso vivo. Com a adi¢do do biorremediador a
diversidade da microbiota aquatica e intestinal das tilapias foi influenciada. Nos tanques onde
foi adicionado o biorremediador, foi registrada maior diversidade de bactérias tais como
Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria. O uso do biorremediador
produziu implicagdes significativas para a saide e o bem-estar dos peixes cultivados, de forma
que diminuiram a distribuicdo de possiveis bactérias patogénicas no intestino dos peixes,
colaborando para uma gestao sustentavel da aquicultura.

Palavras-chave: Aquicultura; Tilapicultura; Microbioma; Probiotico; Sistema BFT



ABSTRACT

Nile tilapia, Oreochromis niloticus, is one of the most important fish species for aquaculture
and can be cultivated in different production systems. Systems with biofloc technology (BFT)
stand out for their low environmental impact, and for the production and management of
microbial communities within the water column. Among the environmentally friendly
alternatives, capable of modulating the intestinal microbiome of fish, probiotics and organic
acids stand out, which have a positive influence on the zootechnical and immunological indexes
of fish. The objective of this study was to establish relationships between the water and
intestinal microbiome of juvenile Nile tilapia cultured in a BFT system. For this, High
Throughput Sequencing (SAR) was used, which enabled the sequencing of the microbial profile
and the complete mapping of the intestinal bacterial community and the water of the BFT
system. The fish were cultivated in six circular tanks under heterotrophic conditions using BFT
technology, being fed four times a day, with a feeding rate of 3.0% of live weight. With the
addition of the bioremediator, the diversity of the aquatic and intestinal microbiota of tilapia
was influenced. In the tanks where the bioremediator was added, a greater diversity of bacteria
was recorded, such as Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes and Actinobacteria. The use
of bioremediation produced significant implications for the health and well-being of farmed
fish, reducing the distribution of possible pathogenic bacteria in the intestine of fish,
contributing to sustainable management of aquaculture.

Keywords: Aquaculture; Tilapiculture; Microbiome; Probiotic; BFT System.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura ¢ o setor de produgdo de alimentos que mais cresce em comparagao a
outras atividades do setor de alimentos, sendo responsavel pelo aumento do consumo de
pescado para alimentacdo humana. No ano de 2020, a producdo aquicola global atingiu 214
milhdes de toneladas, resultados que mostraram um aumento de 3% em relacdo a estudos
anteriores (FAO, 2022).

A produgdo brasileira de pescado em 2022 atingiu 860.355 toneladas, sendo que a
tilapia € a espécie mais cultivada na piscicultura brasileira, respondendo por 63,9% da
produgdo, tornando o pais o quarto maior produtor do mundo (PEIXE BR, 2023). Prevé-se que
em até 2050, a populagdo global atinja a marca de 9,5 bilhdes de pessoas. Com esse crescimento
populacional, espera-se também um aumento na demanda por proteinas de alta qualidade.
(TACON; METIAN; MCNEVIN, 2022). Neste sentido a industria aquicola tem um papel vital
em fornecer as futuras exigéncias alimentares, adotando estratégias ecologicamente
sustentaveis. (KHANJANI et al., 2023).

Uma das espécies mais importantes para a aquicultura, se adapta facilmente a diferentes
condicdes ambientais e alimentares, por apresentar rapido crescimento e alta produtividade
(KHANJANI; SHARIFINIA; HAJIREZAEE, 2022). De habito onivoro, a tildpia se alimenta
tanto de ragdo comercial como de plantas, algas, insetos e também filtra particulas alimentares
presentes na agua (RODRIGUES et al., 2015; DURIGON et al., 2020). Diante disso, a espécie

pode ser cultivada em diferentes sistemas de producao.

A tecnologia de bioflocos (BFT) destaca-se por ser uma tecnologia sustentdvel e de
baixo impacto ambiental (BROL et al., 2017; LAICE et al., 2021). O BFT envolve a producao
e gestdo de comunidades microbianas dentro da coluna de 4gua. Vérios estudos tém investigado
a utilizacdo da BFT para a cultura de tilapias, com resultados promissores (DURIGON et al.,
2020; LAICE et al., 2021; RODRIGUES et al., 2015).

O BTF caracteriza-se por altas densidades populacionais de peixes, baixas trocas de dgua,
e pela presenca de solidos em suspensdo, que sao formados por agregados microbianos, matéria
fecal, e racao nao consumida (EMERENCIANO et al., 2017; YU et al., 2023), em sistemas
BFT, tilapias podem obter grande parte das proteinas alimentares das comunidades microbianas
presentes na coluna de 4dgua, reduzindo a dependéncia da alimenta¢do comercial e melhorando

a viabilidade econdmica do cultivo (DOS SANTOS LIMA et al., 2021).
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Neste sistema, a conversdo de residuos nitrogenados em proteinas microbianas ¢é
facilitada pela presenga de bactérias autotroficas, que podem utilizar fontes de carbono para
converter amonia e nitritos em nitratos (DOS SANTOS LIMA et al., 2021; EL-HAWARRY et
al., 2021). O nitrato produzido pode entdo ser utilizado por bactérias autotroficas para produzir
proteina microbiana, que pode ser consumida pela tilapia. Além disso, o biofloco do sistema
BFT pode fornecer uma fonte de fibra alimentar e 4cidos graxos essenciais, melhorando ainda
mais a nutri¢ao da tilapia (GULLIAN KLANIAN et al., 2020; YU et al., 2023)

Pesquisas recentes mostraram que os sistemas BFT podem melhorar o desempenho
zootécnico, a taxa de sobrevivéncia e a resposta imunitaria da tildpia em comparagdo com o0s
métodos tradicionais de cultivo (GULLIAN KLANIAN et al., 2020), além disso o sistema BFT
também exerce um efeito protetor contra patdgenos como Vibrio harveyi, Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella tarda, e Streptococcus iniae, causadores de grandes perdas
economicas nas pisciculturas (YU et al., 2023). Esse efeito protetor do sistema BFT ocorre
devido a presenga de varias substancias bioativas no sistema, incluindo a clorofila, polifendis,
caroteno, taurina, polissacarideos, fitoesterol e vitaminas, que possuem capacidade antagonista
contra agentes patogé€nicos, suprimindo os surtos de doengas e melhorando a imunidade dos
peixes cultivados (KIM et al., 2020).

O microbioma da agua de sistemas BFT ¢ composto por uma grande variedade de
microrganismos, como bactérias, fungos, algas e protozoarios (EL-SAYED, 2021). As bactérias
sdo os principais componentes do microbioma da dgua em sistemas BFT (EL-SAYED, 2021).
In-Kwon (2012) relatou que mais de 2000 espécies de bactérias podem crescer adequadamente
no sistema BFT. Dentre estas, as bactérias nitrificantes e heterotroficas sdo consideradas os
grupos mais importantes (KHANJANI; MOHAMMADI; EMERENCIANO, 2022).

As comunidades microbianas no habitat aquatico respondem a mudangas em seu
ambiente de forma imediata. Estas alteracdes podem ser sutis, manifestando-se como ativagao
ou inativagdo de vias metabolicas especificas na comunidade bacteriana ou através da alteragao
na composicao e funcionalidade dos processos enddégenos dos peixes (GULLIAN-KLANIAN;
QUINTANILLA-MENA; HAU, 2023).

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de aditivos alimentares como os probidticos, tem
mostrado bons resultados em termos de crescimento, imunologia, resisténcia a doencas, e
melhorias na digestibilidade, producdo de enzimas, e controle do microbioma intestinal em
peixes (PEREIRA et al., 2020a).

Virios autores ja relataram que os bioflocos formados no sistema BFT também sdo

formados por bactérias probidticas, que podem melhorar a digestao e a absor¢do de nutrientes
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e de modo produzir influéncia positivamente sobre o sistema imunolégico dos peixes (HARAZ
et al., 2023; KHANJANI; SHARIFINIA; HAJIREZAEE, 2022; VAN DOAN et al., 2021; YU
et al., 2023).

A biorremediacdo ¢ definida como um ramo da biotecnologia que apresenta diversas
técnicas, com a ajuda de microrganismos, para tratamento de dgua contaminada, bem como,
dos residuos organicos, transformando a um estado indcuo ou a niveis abaixo dos limites de
concentragdo estabelecidos; (STRONG; BURGESS, 2008). Além disso, pode ser utilizada em
cultivos aquicolas para a modulacdo de comunidade de microrganismos benéficos na agua
(VENKATESWARA, 2007).

A aplicacdo de biorremediador diretamente na agua de cultivo para aquicultura esta
relacionada aos beneficios na satide dos peixes por meio da melhoria das varidveis abioticas e
bidticos da agua e na inibicdo de patdégenos (VENKATESWARA, 2016). Por outro lado,
determinadas bactérias sdo capazes de melhorar a qualidade da 4gua decompondo a matéria
organica em didoxido de carbono em producdes intensivas (LOH, 2017), bem como, reducdo de
bactérias patogénicas e fitoplancton prejuducial (ZORRIEHZAHRA et al., 2016). Além disso,
podem trazer beneficios nas alteragdes histologicas no figado e intestino proporcionando
melhor crescimento aos peixes (ZHOU et al., 2010).

Na biorremedia¢ao, os microrganismos utilizados podem ser isolados da natureza.
Normalmente se utiliza bactérias do género Bacillus spp., Pseudoalteromonas spp., €
Achromobacter spp., que possuem caracteristicas especificas como a liberagdo de enzimas
digestivas que aceleram a degradacao de componentes organicos em determinadas condigdes.
Outra bactéria que tem sido bastante utilizada ¢ do género Lactobacillus spp., sendo a L.
plantarum um exemplo no uso de bactérias lacticas (VINE et al., 2010), pois sdo de facil
multiplicagao, produzem compostos antimicrobianos e estimulam resposta imune inespecifica
nos hospedeiros (GATESOUPE, 2012).

Amorim (2018) sugeriu que a suplementagdo de dietas com blend comercial de 4cidos
organicos em dietas para juvenis de tilapias, produziu efeitos benéficos para o: desempenho
produtivo, composicdo corporal, digestibilidade de nutrientes, taxa de eficiéncia proteica,
indicies fisioldgicos e sobre a histomorfometria intestinal.

A microbiota desempenha um papel essencial para o bom desenvolvimento e
maturagdo do trata gastrointestinal e sobre o sistema imune em peixes, pela regulagdo da
expressao molecular associada com a proliferagdo e diferenciagao intestinal, o metabolismo dos

nutrientes e genes de resposta inata (QUESADA, 2019).
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Embora a dgua e a racdo sejam as duas principais fontes de microrganismos
disponiveis para os peixes, os fatores subjacentes a colonizacdo bem-sucedida dos
microrganismos ingeridos e a comunidade microbiana intestinal ainda sdo mal compreendidos
(GIATSIS et al., 2016).

Por esta razdo, a previsibilidade e repetitividade das manipulagdes do microbioma
intestinal atualmente ¢ limitada. As vantagens da utilizacdo de probidticos e acidos orgénicos
como aditivos alimentares na aquicultura sdo comprovadas, porém pouco se sabe sobre a
influéncia destes aditivos sobre a dindmica do microbioma em sistemas BFT. Este
conhecimento ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias de manejo eficazes para o
controle de doengas e a maximizacao do crescimento dos organismos aquaticos.

O objetivo deste estudo foi estabelecer relacdes entre o microbioma da agua e do

intestino de alevinos de tilapia-do-Nilo cultivadas em sistema BFT

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Estabelecer relagdes entre o microbioma da agua e do intestino de alevinos de tilapia-do-
nilo cultivadas em sistema BFT.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar se a inclusdo de biorremediador na agua do cultivo de alevinos de tilapia-do-
nilo diminui a presenga de bactérias patogénicas no microbioma intestinal.

¢ Analisar o microbioma da dgua e do intestino de alevinos de tildpia-do-nilo.
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2. CAPITULO 1: USO DE BIORREMEDIADOR COMERCIAL MULTI-CEPAS PARA
PRODUCAO DE ALEVINOS DE TILAPIA DO NILO EM CONDICOES DE
BIOFLOCOS: UM ESTUDO DE CAMPO

O artigo esta formatado de acordo com as normas da revista Aquaculture Elsevier, Qualis CAPES Al

Wilson Pereira Maia!, Marco Shizuo Owatari', Natieli Inacio Fernandes?, Luis Otavio Martini
Del Guerra®, José Luiz Pedreira Mourifio!, Mauricio Laterca Martins'

'AQUOS-Sanidade de Organismos Aquaticos, Departamento de Aquicultura, Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), SC.

2Aquicultura e Gestio de Projetos, Dourados, MS.
SHIPHRA.
Resumo

O presente estudo de campo avaliou a influéncia de um biorremediador comercial (Thiobacillus
denitrificans, Bacillus subtilis, B. licheniformis, Paracoccus sp.) na fase de alevinagem da
tilapia-do-nilo em condi¢des de bioflocos (BFT). Para isso, 780 mil alevinos de tilapia com
peso médio inicial de 1,36+0,26 g foram distribuidos em seis tanques circulares de 50m> e
submetidos a diferentes tratamentos: grupo controle sem biorremediador e grupo com
biorremediador. O biorremediador foi aplicado diretamente na dgua do biofloco, na dosagem
de 3 gm? (150 g por tanque) a cada trés dias, seguindo as recomendagdes do fabricante, durante
24 dias. Foram realizadas andlises de desempenho de crescimento, qualidade da agua e
metagenOmica para mapear a comunidade microbiana tanto na agua BFT quanto no intestino
dos peixes. O biorremediador ndo alterou as variaveis de qualidade da dgua no BFT, porém
foram observadas diferencas significativas na comunidade microbiana aquatica e intestinal,
bem como no desempenho de crescimento da tilapia. O grupo biorremediagdo apresentou
maiores indices de peso final, ganho de peso, ganho de peso diario, ganho de biomassa, taxa de
crescimento especifico, produtividade e conversao alimentar. Em relagdo a diversidade
bacteriana, foram identificados 13 filos, 41 ordens e 114 géneros bacterianos na agua dos
bioflocos. As maiores diversidades de filos, ordens e géneros foram observadas no grupo
biorremediador. O grupo controle apresentou maior nimero de espécies potencialmente
patogénicas na dgua BFT, com destaque para Aeromonas hydrophila, A. veronii, Edwardsella
spp., Flavobacterium spp., Mycobacterium spp. No microbioma intestinal, identificamos 186
espécies bacterianas; 174 géneros bacterianos no grupo controle e 52 no grupo de
biorremediacdo. O grupo biorremediador apresentou diminui¢do da diversidade bacteriana,
porém a quantidade de bactérias com potencial patogénico como Aeromonas hydrophila, A.
veronii; Flavobacterium spp., Mycobacterium flavescens e Vibrio cholerae estavam diminuidos
no intestino dos peixes deste grupo. O biorremediador promoveu a manutengdo da qualidade
da 4gua, melhorou os indicadores de crescimento e reduziu a presenga de patdogenos Gram-
negativos e Gram-positivos, tanto na dgua quanto no intestino da tilapia do Nilo criada sob
condi¢do de bioflocos em situagdo real de produgao.

Palavras-chave: Aquicultura; cultura da tilapia; microbioma; probidtico; Biorremediagdo.
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2.1 INTRODUCAO

A aquicultura € o setor de produ¢do de alimentos que mais cresce no mundo, onde a
tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus se destaca com grande proeminéncia na piscicultura
mundial (FAO, 2022) devido as suas caracteristicas organolépticas e fisiologicas, compativeis
com a atividade aquicola (Khanjani et al., 2022). Além disso, nos ultimos anos a produgdo de
tilapia tem ganhado destaque em sistemas com tecnologia de bioflocos (Barbosa et al., 2022).

A tecnologia de bioflocos (BFT) se destaca por ser uma tecnologia sustentavel de baixo
impacto ambiental e altas densidades populacionais de peixes, que envolve a produgdo e gestdo
de comunidades microbianas (Laice et al., 2021; Khanjani et al., 2022); e tem como principio
fundamental o estabelecimento de uma elevada rela¢do carbono/nitrogénio (C:N) na dgua para
estimular o crescimento de bactérias heterotrdficas. Tais Bactérias metabolizam compostos
nitrogenados e os transformam em biomassa microbiana que, eventualmente, pode ser
aproveitada como suplementacao dietética de organismos cultivados (Samocha, 2019). Além
disso, o BFT pode fornecer uma fonte de fibra alimentar e acidos graxos essenciais, melhorando
ainda mais a nutri¢ao da tilapia (Gullian-Klanian et al., 2020; Yu et al., 2023). Diversos estudos
tém investigado a utilizagdo da BFT para a cultura de tilapias, com resultados promissores
(Durigon et al., 2020; Laice et al., 2021; Khanjani et al., 2022). Por exemplo a diversidade dos
grupos bacterianos presentes no biofloco podem contribuir no metabolismo digestivo € no
desempenho de O. niloticus (Gullian-Klanian et al., 2023), bem como reduzir a dependéncia da
alimentacao comercial e melhorar a viabilidade econdmica do cultivo (Lima et al., 2021).

Pesquisas recentes mostraram que os sistemas com tecnologia BFT exercem um efeito
protetor contra patégenos como Vibrio harveyi, Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, e
Streptococcus iniae, causadores de grandes perdas econdmicas nas pisciculturas (Yu et al.,
2023). Esse efeito protetor ocorre devido a presenca de varias substancias bioativas no sistema,
incluindo a clorofila, polifenois, caroteno, taurina, polissacarideos, fitoesterol e vitaminas, que
possuem capacidade antagonista contra agentes patogénicos, suprimindo os surtos de doencas
e melhorando a imunidade dos peixes cultivados (Kim et al., 2020).

O microbioma da agua de sistemas BFT ¢ composto por uma grande variedade de
microrganismos, como fungos, algas, protozoarios e principalmente por bactérias (El-Sayed,
2021). Segundo In-Kwon (2012) mais de 2000 espécies de bactérias podem crescer
adequadamente no sistema BFT, dentre as quais, se destacam as bactérias nitrificantes e
bactérias heterotroficas como os grupos mais importantes (Khanjani et al., 2022). Tais

comunidades microbianas no ambiente aquatico respondem a mudangas em seu ambiente de
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forma imediata. Estas alteracdes podem ser sutis, manifestando-se como ativa¢ao ou inativagao
de vias metabolicas especificas na comunidade bacteriana ou através da alteracdo na
composi¢do e funcionalidade dos processos endogenos dos peixes (Gullian-Klanian et al.,
2023). Dessa forma, uma possibilidade de causar mudangas nas comunidades microbianas do
biofloco seria a aplicacdo direta de probidticos na agua do cultivo.

Nas ultimas décadas, pesquisas em escala laboratorial investigaram o potencial de
biorremediacdo de probidticos baseados em bactérias do género Bacillus e resultados
promissores foram evidenciados (Khanjani et al., 2022; Oliveira et al, 2023). J4 se sabe que
algumas cepas do género Bacillus sao capazes de nitrificagao heterotréfica (Huang et al., 2017),
enquanto Thiobacillus denitrificans e Paracoccus sp. sao bactérias que participam do ciclo de
oxidacao do enxofre e desmineralizagdao do nitrogénio (Jaffer et al., 2019; Ahmad et al., 2022).
Além disso, varios autores ja relataram que os flocos formados no BFT também sao formados
por bactérias probioticas, que podem melhorar a digestao e absor¢ao de nutrientes, produzindo
assim uma influéncia positiva no sistema imunologico dos peixes (Van Doan et al., 2021;
Khanjani et al., 2022; Haraz et al., 2023; Yu et al., 2023). No entanto, as avaliacdes em
condicdes reais de cultivo, ou seja, em escala comercial, sdo escassas na aquicultura e requerem
comprovagao técnica, uma vez que a previsibilidade e a repetibilidade das manipulagdes do
microbioma em BFT em escala comercial sdo atualmente limitadas.

As vantagens da utilizagcdo de probidticos como aditivos alimentares na aquicultura sao
comprovadas, porém pouco se sabe sobre a influéncia destes aditivos sobre a dindmica do
microbioma em sistemas BFT comerciais.

Este conhecimento ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias de manejo
eficazes para o controle de doencas e a maximizac¢ao do crescimento dos organismos aquaticos.
Portanto, o presente estudo de campo, baseado em evidéncias de pesquisas anteriores em
condi¢des laboratoriais, teve como objetivo avaliar os possiveis beneficios de um
biorremediador a base de Bacillus subtilis AquaStar® em uma piscicultura comercial de tilapias-
do-Nilo criadas em sistema de biofloco, considerando o desempenho de crescimento dos peixes,

a qualidade da 4gua e alteracdes na comunidade microbiana intestinal e na agua do sistema.

2.1.1 Material e Métodos

Este estudo foi realizado durante um ciclo de produgao de tilapia-do-nilo sob condi¢des
de bioflocos em uma piscicultura comercial localizada no municipio de Santa Fé do Sul, Sdo

Paulo, Brasil. A piscicultura utilizou tanques circulares de polietileno de alta densidade (PEAD)
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com capacidade de 50 m®, equipados individualmente com sistemas de aeragdo constante. Os
dados de biometria e qualidade da dgua foram obtidos durante a rotina didria de manejo da
empresa, enquanto as amostras bioldogicas para andlise intestinal foram coletadas durante o

abate dos animais no frigorifico da propria empresa.

2.1.2 Delineamento experimental

Os alevinos de tilapia-do-Nilo da linhagem GIFT (genetically improved farmed tilapia),
foram fornecidos de uma piscicultura em Santa Fé do Sul, SP, Brazil. Para o estudo de campo,
780,000 alevinos de tilapia com peso médio inicial de 1,36+0,26 g foram distribuidos e
cultivados em seis tanques circulares de 50 m®, em sistema de bioflocos (BFT) divididos em
um controle sem biorremediador, e um grupo com o biorremediador AquaStar®. Os peixes
foram alimentados quatro vezes ao dia com uma ragdo comercial apropriada para tilapia
contendo 38% de proteina bruta, a uma taxa de alimentagdo equivalente a 3% da biomassa dos
peixes. O biorremediador (Thiobacillus denitrificans, Bacillus subtilis, B. licheniformis,
Paracoccus sp. na concentragio de 1 x 109 UFC g') foi aplicado diretamente na agua do
biofloco, na dosagem de 3 g m? (150 g por tanque) a cada 3 dias, seguindo as recomendacdes
do fabricante. Essa etapa da avaliagdo teve duracao de 24 dias.

Inicialmente, as seis unidades experimentais foram inoculadas com uma aliquota de 5%
do tanque matriz de biofloco que apresentava os seguintes parametros de qualidade de agua:
pH 6.83, volume do floco 18 mL L', temperatura 26.5 °C, oxigénio dissolvido 6.35 mg L™,
alcalinidade 128 mg L' CaCO3, amonia total (TAN) 0.12 mg L~!, amonia téxica (N-NH3) 0.00
mg L' (abaixo dos niveis detectaveis), nitrito (N-NO2) 0.05 mg L', nitrato (N-NO3) 9.25 mg
L, solidos suspensos totais (TSS) 174 mg L', e condutividade elétrica 1.45 pS™'. Apos o
povoamento dos peixes no sistema, as variaveis de qualidade da 4gua foram aferidas duas vezes
ao dia e a relagdo C:N foi mantida em 15:1 durante todo o periodo experimental pela adicao
diaria de melago (30%) como fonte de carbono. A relagdo C:N foi calculada com base na

alcalinidade e na concentra¢do de amonia nos tanques, com base em Jatoba et al. (2019).

2.1.3 Parametros zootécnicos

Ao final dos 60 dias de alimentagdo e apds 24 horas de jejum, os peixes foram
eutanasiados por seccio cerebral apds anestesia com sobre dose de eugenol Vetec® (100 mg L

1, contados e pesados em balanga de precisdo (0,01 g) para avaliagdo do ganho de peso (GP),
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ganho de peso em biomassa (GB), taxa de crescimento especifico (TCE), conversdo alimentar
(CA) e sobrevivéncia (S) através das seguintes equagdes (LAZZARI et al., 2011):

* Ganho de peso (g) = (peso médio final — peso médio inicial);

* Ganho de biomassa (kg) = (biomassa final — biomassa inicial);

* Ganho de peso diario (%) = {(peso final — peso inicial) / (dias de cultivo)};

* Produtividade (kg m-3) = {(biomassa final — biomassa inicial)/(volume unitario
experimental)};

* Taxa de crescimento especifico (% dia-1) = {(Ln(peso final) — Ln(peso inicial)/(dias de
cultivo)} x100;

* Conversdo alimentar = (consumo total de ragdo/ganho de peso);

* Sobrevivéncia (%) = {(nimero final de animais / nimero inicial de animais)} * 100.

2.1.4 Sequenciamento de alto rendimento (SAR)

Amostras de dgua foram coletadas assepticamente de cada unidade de produgdo e
mantidas em recipientes estéreis sob refrigeracdo. A extracao total do DNA foi realizada pelo
método fenol/cloroféormio. A concentragdo de DNA de cada pool foi estimada usando dsDNA
Picogreen. Para identificar a populacdo microbiana, o banco de bibliotecas de DNA foi ajustado
para uma concentracao final de 23h, e a amplificagcdo da regido V3-V4 do gene ribossdmico 16
S (rRNA) foirealizada através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando iniciadores
341F (5' CCTACGGGRSGCAGCAG 3'") e 805R (5' GGACTACCAGGGTATCTAAT 3"). As
sequéncias foram agrupadas em Unidades Operacionais Taxondémicas (OTU) usando
USEARCH (versao 10.0.240) com 97% de similaridade com o algoritmo UPARSE. Para
atribuicdo taxondmica foi utilizada a base de dados SILVA (versdo 132) com 91% de
identidade. Os indices de riqueza e diversidade foram calculados usando o pacote vegan R, e a
cobertura de Good foi calculada usando o pacote QsRutils R.

Ao final do ciclo produtivo, as amostras bioldgicas para andlise intestinal foram
coletadas no frigorifico proprio da empresa. As amostras foram compostas por pools
provenientes do trato intestinal dos peixes. Foram coletadas amostras do intestino de 30 peixes
de cada unidade experimental de forma asséptica, sem o conteudo digestivo, sendo considerada
uma amostra, ou seja, foram coletadas seis amostras (trés de cada grupo). As amostras foram
armazenadas a -80°C até o processamento. Posteriormente, o dcido desoxirribonucléico (DNA)
foi extraido com o kit comercial QIAamp® DNA Stool mini (QIOGEN, Hilden, Alemanha,

DE), conforme recomendagdo do fabricante. O material extraido foi quantificado utilizando o
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espectrofotometro NanoDropTM 1000 (Thermo Scientific DE, EUA). As amostras foram
mantidas acima de 60 pg pL.

Para a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a amplificagdo das amostras de DNA
foi enviada a empresa Macrogen® para sequenciamento de alto rendimento (HTS). A
amplificacdo por PCR da populagdo microbiana foi realizada pela primeira vez amplificando a
regido V3-V4 do gene do écido ribonucleico ribossomico 16S (rRNA). A PCR foi realizada
utilizando primers para bactérias: 341F (5'CCT ACG GGN GGC WGC AG 3') e 805R (5' GAC
TAC HVG GGT ATC TAA TCC 3') e purificado em gel.

Para sequenciamento de alto rendimento, foi realizado utilizando a tecnologia Illumina
SBS, marcando os nucleotideos ligados em cada ciclo por fluorescéncia. Analises taxondmicas
das leituras sequenciais foram realizadas apos filtrar as leituras e cortar cortes extras. As
sequéncias de ruido foram removidas do cluster e as leituras representativas restantes dos
clusters foram agrupadas usando algoritmo ganancioso em unidades de taxonomia operacional
(OTUs) por meio de ajuste rapido de comprimento de leitura curta (FLASH) e as leituras
agrupadas com 100% de identidade (ID) usando CD- HIT-DUP em um Unico arquivo. As
sequéncias foram entdo analisadas usando Quantitative Insights in Microbial Ecology (QIIME).
As OTUs foram coletadas usando um filtro de qualidade para garantir 97% de identificagdo em
nivel de espécie. Para o sequenciamento foi utilizado um alinhamento minimo de 300 pares de

bases (pb) e com 20k leituras por amostra.

2.1.5 Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua dos tanques tratamento e controle foram
monitorados diariamente e apresentaram pouca variabilidade mantendo-se dentro dos padrdes

recomendados pela literatura para o cultivo em tecnologia bioflocos.

2.1.6 Analise estatistica

Os dados obtidos de desempenho produtivo e qualidade da dgua foram submetidos ao
teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar se a distribui¢do dos dados estava dentro da curva
de normalidade e ao teste de Levene para verificar a homocedasticidade. Os dados obtidos que
atenderam aos pré-requisitos de normalidade e homocedasticidade foram submetidos ao teste t

de Student. Todas as andlises tém significancia de 5%.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagdo do biorremediador ndo alterou significativamente (p>0,05) as variaveis de
qualidade da dgua entre os tratamentos (Tabela 1). A aplicacdo de biorremediadores diretamente
na agua dos tanques de aquicultura estd relacionada aos beneficios no tratamento de lodo de
aquicultura e a satde dos peixes, através da melhoria de varidveis abidticas e bidticas na agua
e da inibicdo de patdgenos (Zhou et al., 2010; Zorriehzahra et. al., 2016; Huang et al., 2017;
Jaffer et al., 2019; Ahmad et al., 2022). No presente estudo de campo, apesar de nado ter sido
observadas alteragdes significativas nas variaveis de qualidade da dgua entre os grupos, destaca-
se que os animais do grupo de biorremediacio alcancaram uma biomassa final
significativamente maior. Fator que provavelmente contribuiu para maior geragao de residuos
na agua. Portanto, ¢ muito provavel que essa igualdade estatistica na qualidade da agua entre
os grupos se deva ao biorremediador, que foi capaz de manter compostos de nitrogénio e s6lidos
suspensos totais equivalentes entre os grupos.

Foram identificadas a presenga de 13 filos, 41 ordens, 114 géneros e 142 espécies
bacterianas na agua do biofloco (Figura 1). Porém, observou-se maior diversidade de filos,
ordens e géneros nos tanques aos quais o biorremediador foi adicionado. A indicacdo da
presenca de bactérias dos géneros Pseudomonas e Nitrobacter destaca a importancia destas
espécies no processo de biorremediagdo. O fato de Nitrobacter contribuir para a conversao de
nitrito em nitrato (Owatari et al., 2018) ¢é relevante, pois ajuda a manter niveis aceitaveis destas

substancias nos tanques, evitando possiveis impactos negativos na qualidade da agua.

Tabela 1: Parametros de qualidade da agua durante o cultivo de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus em
condi¢des de bioflocos (BFT) em escala comercial. Os dados representam o grupo controle sem biorremediador
e um grupo com biorremediador. Os dados foram submetidos ao teste t de Student. Todas as analises tém

significancia de 5%.
Indicadores de qualidade de agua Tratamentos
Controle Biorremediador Valor de p

Temperatura (°C) 27.5+0.26 27.33+0.15 0.193
pH 7.80+0.01 7.75+0.05 0.115
Salinidade (%o) 0.5+0.0 0.5+0.0 -
Amonia téxica (mg L) 0.44+0.31 0.14+0.07 0.110
Nitrito-N (mg L) 0.06+0.05 0.02+0.01 0.153
Nitrato-N (mg L) 0.02+0.01 0.01£0.01 0.245
Oxigénio dissolvido (mg L™) 4.67+0.29 4.83+0.58 0.253
Solidos suspensos totais (mg L) 203.2440.41 213.33+£56.86 0.387
Alcalinidade (mg L' CaCOs) 152.22+14.24 132.18+54.23 0.290
Condutividade elétrica (uS™!) 258.36+£193.23 196.17431.78 0.316
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Figura 1: Comunidade bacteriana na 4gua durante o cultivo de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus sob
condigdes de bioflocos (BFT). Os dados representam o grupo controle sem biorremediador € um grupo com
biorremediador. Em (A) o diagrama mostrando a comunidade bacteriana compartilhada entre os tratamentos em
agua BFT. Em (B) os filos bacterianos encontrados nos respectivos tratamentos.
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Com relagdao aos filos, destacam-se as proteobactérias que desempenham um papel
importante na ciclagem de nutrientes, degradacao de residuos organicos, fixagao de nitrogénio,
protecdo contra agentes patogenos e biodegradagao de compostos toxicos (Bereded et al.,
2021), enquanto a ordem Fusobacteriales, pertencentes ao género Cetobacterium,
desempenham um papel importante na aquicultura, devido a varias fungdes essenciais, tais
como degradacdao de compostos organicos, ciclagem de nutrientes, € competicdo com
patogenos, de forma que essa ordem ajuda a prevenir doengas e promovendo a saude dos peixes
(Fan et al., 2021). Por outro lado, as bactérias do género Cetobacterium, as quais possuem um
importante papel na aquicultura como probiotic for fish, melhoram a digestao de nutrientes (Qi
et al., 2023). Neste contexto, o uso do biorremediador favoreceu a presenga de filos
potencialmente benéficos, promovendo uma maior diversidade bacteriana para o BFT,
promovendo melhorias desejaveis na aquicultura.

Além dos efeitos benéficos sobre o incremento na diversidade de Filo, Ordem e Géneros
bacterianos, no presente estudo destacamos a presenca de 20 potenciais bactérias patdgenas na
agua do BFT, com destaque para Vibrio cholerae, Aeromonas sp., Edwardsella spp.,
Flavobacterium columnare, Mycobacterium spp., Streptococcus agalactiae, conhecidas na
aquicultura pelo seu impacto econdmico na producdo comercial (Tavares-Dias and Martins,
2017). Devido a acdo do biorremediador, aplicado diretamente na adgua, observou-se que as
bactérias potencialmente patogénicas foram menos frequentes na 4gua do BFT, indicando que
o biorremediador foi um importante aliado na satde dos peixes e refletindo nos indicadores de

crescimento. Tais beneficios fortalecem o uso de biorremediadores em BFT comercial.
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No presente estudo, foram identificadas 186 espécies de bactérias no intestino das
tildpias. Um total de 174 géneros bacterianos foram identificadas no grupo controle, enquanto
52 espécies no grupo biorremediador (Figura 2). Os grupos, controle e biorremediador,
compartilharam 40 espécies de bactérias. O grupo biorremediador apresentou uma diminui¢ao
na diversidade bacteriana, contudo demonstrou potencial para reduzir a quantidade de bactérias
com potencial patogénico no intestino.

A colonizacao precoce do intestino dos peixes tem sido estudada nos ultimos anos com
o objetivo de alterar e direcionar o crescimento de bactérias intestinais benéficas durante o
inicio da vida e como tais mudangas afetam a microbiota intestinal em fases posteriores da vida
dos peixes (Giatsis et al., 2016). Embora a agua e os alimentos sejam as duas principais fontes
de microrganismos disponiveis para os peixes, os fatores subjacentes ao sucesso da colonizagao
dos microrganismos ingeridos e da comunidade microbiana intestinal ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Segundo Giatsis et al. (2016), estudos que enfocam os efeitos de longo prazo
dos probiodticos legados durante os estagios iniciais do desenvolvimento animal sdo desejaveis
na aquicultura. Apesar disso, o presente estudo relatou que o biorremediador a base de Bacillus
causou alteragdes significativas na comunidade microbiana intestinal da tilapia do Nilo sob
condi¢des BFT, e tais alteracdes no microbioma foram verificadas em apenas 24 dias de cultivo,
indicando que estes peixes obtiveram algumas vantagens para as proximas etapas de producao

quando transferidos para a fase final de engorda.
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Figura 2: Espécies de bactérias potencialmente patogénicas encontradas no intestino da tilapia-do-nilo
Oreochromis niloticus cultivada em condi¢des de bioflocos (BFT). Os dados representam o grupo controle sem
biorremediador e um grupo com biorremediador. Em (A) o grafico mostra as principais espécies consideradas
patogenos de importancia aquicola, identificadas no intestino dos peixes. Em (B) o diagrama mostrando 186
espécies de bactérias no intestino da tilapia e a comunidade bacteriana compartilhada entre os tratamentos.
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Em relacdao aos indicadores de desempenho de crescimento, observamos importantes
diferencas significativas (p<0,05) para peso final, ganho de peso final, ganho de peso diario,
ganho em biomassa, taxa de crescimento especifico, produtividade, e taxa de conversao
alimentar (Tabela 2). Determinadas bactérias probiodticas sdo capazes de melhorar a qualidade
da agua em produgdes intensivas, decompondo a matéria organica, reduzindo a presenca de
bactérias patogénicas. Além disso, podem ocasionar maior integridade do figado e melhorias
na morfometria intestinal, importantes beneficios que estao relacionados ao melhor crescimento
aos peixes (Zorriehzahra et al., 2016; Loh and Ting, 2017; Jasmin et al., 2020, Oliveira et al.,
2023). Indeed, a melhoria no indicadores de crescimento no presente estudo também podem ter
sido ocasionadas por beneficios na morfometria intestinal, resultando em maior absorcao e
aproveitamento dos nutrientes alimentares. Porém, esses indicadores nao foram avaliados na

presente pesquisa.
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Tabela 2: indices de desempenho de crescimento da tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus sob condigdes de
bioflocos (BFT) em escala comercial. Os dados representam o grupo controle sem biorremediador e um grupo
com biorremediador. Os dados foram submetidos ao teste t Student. Todas as analises tém significancia de 5%.

(*) Significativo.

Indices zootécnicos Tratamentos
Valor de
Controle Biorremediador p
Dias de cultivo 24 24 -
Numero de peixes inicial (n) 390.000 390.000 -
Peso inicial (g) 1,36+0,26 1,36+0,26 -
Biomassa inicial (kg) 530,4+11,40 530,4+11,40 -
Biomassa total final (kg) 1.382,59+17,74 1.454,16+81,60 0,061
Peso final (g)* 3,74+0,51 4,20£1,46 0,002
Ganho de peso (g)* 2,38+0,36 2,84+0,85 <0,001
Ganho de peso didrio (g day™)* 0,09+0,01 0,12+0,03 0,040
Ganho em biomassa (kg)* 852,19+6,34 923,76+£72,2 0,016
Taxa de crescimento especifico (% day™')* 2,33+0,04 3,07+0,12 <0,001
Produtividade (kg m?)* 17,04+0,12 18,67+1,40 <0,001
Conversao alimentar* 1,10+0,02 1,29+0,11 0,019
Sobrevivéncia (%) 94,8+4,82 88,68+4,14 0,085

Laice et al. (2021), observaram efeitos beneficios para o desempenho produtivo da
tilapia apds o uso de uma combinacgdo de prebidticos e probidticos na agua do biofloco, sem
causar alteracdes significativas na morfometria intestinal. Entretanto, a microbiota intestinal
desempenha um papel essencial para o desenvolvimento e maturacao do trato gastrointestinal
e, consequentemente, sobre o metabolismo dos nutrientes (Van Doan et al., 2021). Isto significa
que a maior absor¢ao e aproveitamento dos nutrientes, ndo esta somente relacionada a melhorias
na morfometria intestinal, mas sim relacionada aos microrganismos que se estabelecem
permanentemente dentro do trato gastrointestinal sem prejudicar os hospedeiros em situacdes
normais. Tal fato justificaria os melhores resultados para o desempenho de crescimento no
grupo biorremediador.

Uma associagdo entre as proteobactérias, Bacteroidetes, fusobactérias e actinobactérias
com processos digestorios e producdo de enzimas relevantes para os peixes demonstrou como
o biorremediador beneficiou alguns indicadores de desempenho da tildpia. A diminui¢do na
distribui¢ao de bactérias patogénicas no intestino dos peixes apds a aplicagdo do biorremediador

foi um resultado promissor em escala comercial. A pesquisa abre portas para o desenvolvimento
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de estratégias de manejo mais eficazes e ecologicamente sustentaveis na aquicultura, com
potencial para reduzir a incidéncia de doencas e melhorar a producdo de peixes de forma

eficiente.

2.3. CONCLUSOES

O biorremediador promoveu a manutengdo da qualidade da dgua e melhorou alguns
indicadores de crescimento da tildpia-do-Nilo em sistema de biofloco. Além disso, o
biorremediador reduziu a presenga de potenciais patogenos aquicolas Gram-negativos e Gram-

positivos, tanto na dgua do BFT quanto no intestino dos peixes em escala comercial.
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