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Resumo

A tecnologia de biofloco consiste na aglomeracdo de micro-organismos e compostos
organicos e inorganicos que séo induzidos a se desenvolver durante o cultivo. Dentre os
micro-organismos, as bactérias sdo importantes no biofloco devido a estreita relacdo com a
manutencdo da qualidade da agua e o balanco do sistema. Vibrio sp., Pseudomonas sp. e
Bacillus sp. sdo os géneros mais frequentemente encontrados em cultivos de camardo e a
presenca destes pode ser um indicativo de como estd a qualidade do cultivo. E como no
sistema de biofloco, bactérias e fatores bidticos e abi6ticos estdo inter-relacionados, o controle
dessas variaveis sdo essenciais para o sucesso do cultivo. A fonte de carbono é um dos fatores
mais importantes em cultivos com biofloco, visto que serve como fonte de energia e permite
que bactérias assimilem o nitrogénio em excesso na agua. A principal fonte de carbono
utilizada em cultivos com biofloco é o melago. Contudo, alguns melagos comerciais podem
conter compostos inibitorios prejudiciais as bactérias. Desta forma, esta Tese teve por
objetivo: (1) investigar a presenca de Vibrio sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp. em cultivos
com biofloco através de PCR convencional e (2) avaliar a atividade antibacteriana de um
melagco comercial através da concentracdo inibitéria minima (CIM). Em relacdo ao primeiro
objetivo foi realizado um cultivo intensivo de camardo marinho (Litopenaeus vannamei) com
biofloco e substratos artificiais (primeiro artigo da Tese). Amostras de agua e de substratos
artificiais deste cultivo localizado no estado de Pernambuco (PE) foram coletadas e
comparadas quanto a presenca desses géneros nesses dois ambientes. Amostras de agua de
outros cultivos com biofloco localizados no estado do Rio Grande do Norte (RN) e Santa
Catarina (SC) também foram coletadas e comparadas. Das 41 amostras analisadas, nenhum
dos trés géneros foi detectado nas amostras de PE. Por outro lado, Bacillus sp. e Vibrio sp.
foram positivos para amostras de RN e de SC. O uso da PCR permitiu a rapida deteccdo de
géneros bacterianos nas amostras e possui grande potencial para a deteccdo de grupos
bacterianos do biofloco. Em relacdo ao segundo objetivo, amostras de agua foram coletadas
de um cultivo de L. vannamei com biofloco para a investigacdo da CIM sobre bactérias
isoladas das amostras e sobre cepas patogénicas de referéncia para animais aquéaticos
(segundo artigo da Tese). A quantidade de bactérias heterotroficas e autotroficas totais (BHT
e BAT, respectivamente) também foram investigadas. Verificou-se que Streptococcus
agalactiae (19.99 pL/mL), Staphylococcus epidermidis (29.98 uL/mL) e Neisseria sp. (39.97
pL/mL) foram inibidas de acordo com o aumento da concentracdo do melago e que BHT (1.2
x 10* a 3.3 x 10* CFU/mL) e BAT (< 10° CFU/mL) estiveram em baixas concentracdes nas
amostras de agua. Sendo assim, 0 uso de melaco comercial enriquecido com minerais nao €
indicado para uso em aquicultura por possuir acdo antimicrobiana e dificultar o
desenvolvimento das bactérias sob as condigdes ambientais empregadas neste estudo.

Palavras-chave: PCR, BFT, bactérias, melaco, atividade antibacteriana, camarao
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Abstract

Biofloc technology consists in agglomeration of microorganisms and organic and inorganic
compounds that are induced to develop during cultivation. Among microorganisms, bacteria
are important in the biofloco because the close relationship with water quality maintenance
and system balance. Vibrio sp., Pseudomonas sp. and Bacillus sp. are the most often genera
found in shrimp cultures and its presence may be indicative of culture quality. And as in
biofloc system, bacteria and biotic and abiotic factors are interrelated, control of these
variables is essential for culture success. The carbon source is one of the most important
factors in cultures with biofloc, since it serves as energy source and allows bacteria to
assimilate nitrogen excess in water. The main carbon source used in biofloc cultures is
molasses. However, some commercial molasses may contain inhibitory compounds harmful
to bacteria. Thus, this thesis aimed to: (1) investigate the presence of Vibrio sp., Pseudomonas
sp. and Bacillus sp. in cultures with biofloc through conventional PCR, and (2) evaluate the
antibacterial activity of a commercial molasses through the minimum inhibitory concentration
(MIC). In relation to the first objective, an intensive culture of marine shrimp (Litopenaeus
vannamei) with biofloc and artificial substrates (first Thesis article) was carried out. Samples
of water and artificial substrates of this culture located in Pernambuco state (PE) were
collected and compared for these genera presence in these two environments. Water samples
from other biofloc cultures located in Rio Grande do Norte (RN) and Santa Catarina (SC)
states were also collected and compared. Of the 41 samples analyzed, none of the three genera
were detected in PE samples. On the other hand, Bacillus sp. and Vibrio sp. were positive for
RN and SC samples. PCR use allowed rapid detection of bacterial genera in samples and has
great potential for detection of biofloc bacterial groups. In relation to the second objective,
water samples were collected from L. vannamei biofloc culture for MIC investigation on
bacteria isolated from samples and on pathogenic reference strains for aquatic animals
(second Thesis article). The quantity of total heterotrophic and autotrophic bacteria (BHT and
BAT, respectively) were also investigated. Streptococcus agalactiae (19.99 pL / mL),
Staphylococcus epidermidis (29.98 uL. / mL) and Neisseria sp. (39.97 uL / mL) were inhibited
according to the increase in molasses concentration, and BHT (1.2 x 10* at 3.3 x 10* CFU /
mL) and BAT (<10® CFU / mL) were at low concentrations in water samples. Therefore,
commercial molasses enriched with minerals is not indicated for use in aquaculture because it
has antimicrobial action and hinders bacteria development under the environmental conditions
employed in this study.

Key words: PCR, BFT, bacteria, molasses, antibacterial activity, shrimp
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1- Introducéo

O camardo peneideo Litopenaeus vannamei € nativo da costa sul do Oceano Pacifico,
encontrado do México até o Peru, mas principalmente na regido do Equador. A espécie foi
introduzida no Brasil na década de 1970, mas a consolidacdo do seu cultivo ocorreu em
meados dos anos 90, principalmente na regido Nordeste. O interesse pelo camardo L.
vannamei se deve a sua capacidade de adaptacdo a racGes comerciais, a diversas condicdes
climaticas e a amplas variacdes de temperatura e salinidade (PONCE-PALAFOX et al., 1997;
MAICA et al., 2011). Tais vantagens encontradas para o cultivo dessa espécie incentivaram a
producdo em larga escala e, aliadas com a aceitacdo do mercado, contribuiram para o
desenvolvimento da carcinicultura.

Desde a sua implantacdo até os dias atuais, a aquicultura vem se modernizando para
atender aos novos requisitos de biosseguranca, sustentabilidade e tecnologia. Evoluindo de
sistemas extensivos e semi-intensivos (com baixo nivel de tecnologia e investimento), para
sistemas intensivos e super-intensivos com grandes investimentos e tecnologia, altas
densidades de estocagem, minima ou nenhuma troca de agua, sistemas de aeracdo 24h
altamente sofisticados, oxigenacdo de emergéncia, geradores e sistemas de alarme. Além
disso, também sdo empregadas estratégias que impedem o escape dos animais, a acdo de
predadores e o transporte e inoculacdo acidentais de micro-organismos indesejaveis e muitas
vezes prejudiciais ao cultivo.

O cultivo intensivo com biofloco é uma tecnologia que vem conseguindo, com sucesso,
se enquadrar em tais requisitos. A tecnologia do biofloco foi desenvolvida entre os anos de
1980 e 1990 nos Estados Unidos e em lIsrael, utilizando principios simples e pioneiros de zero
ou minima troca de 4gua (AVNIMELECH et al., 1992; HOPKINS et al., 1993; SANDIFER e
HOPKINS, 1996). Baseado nos fundamentos dos sistemas convencionais de tratamento de
aguas residuarias (SCHRYVER et al., 2008), a tecnologia foi sendo aperfei¢coada ao longo
dos anos. Contudo, apenas 10 anos depois comecou a ultrapassar as barreiras da aquicultura
convencional e ser aceita por produtores como uma alternativa de biosseguranca, no controle
contra doencas, e de sustentabilidade, no uso da agua e descarte de residuos (WASIELESKY
et al., 2006; AVNIMELECH, 2009).

10
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Conhecida no passado como zero exchange, aerobic, heterotrophic culture systems
(ZEAH); active suspension pond (ASP); activated suspension technique (AST); heterotrophic
ponds; green soup; entre outros, a tecnologia de biofloco (Biofloc technology) consiste em
estimular o desenvolvimento de uma microbiota mixotréfica, aerobica e a sua aglomeragéo
em biofloco, a fim de melhorar o desempenho do cultivo e a qualidade da agua (Mc NEIL,
2000; AVNIMELECH, 2007; AZIM e LITTLE, 2008). O biofloco €, portanto, uma mistura
de microrganismos como fitoplancton, bactérias (livres e coloniais), protozoarios (flagelados
e ciliados), fungos, rotiferos, oligoquetos e nematoides, juntamente com particulas, polimeros
organicos, restos de racdo, fezes e detritos (AVNIMELECH, 2007; SCHRYVER et al., 2008;
AZIM e LITTLE 2008; RAY et al., 2010 a,b; EMERENCIANO et al., 2011).

O biofloco, em especial as bactérias, oferecem numerosas vantagens ecoldgicas como:
1) Manutencdo da qualidade da agua ao remover compostos toxicos, atuando como
biorremediadores; 2) Antagonismo contra patdégenos na agua (biocontroladores) ou no trato
gastrintestinal do animal cultivado (probidticos); e 3) Fonte suplementar de nutrientes,
principalmente proteinas, possibilitando a reducdo dos niveis de proteina na racdo sem
comprometer o desempenho do camardo (GATESOUPE, 1999; MAEDA, 2002; SCHRYVER
et al., 2008). Contudo, o aproveitamento dessas vantagens sO € possivel por meio de um
conjunto de fatores que conduzem a formac&o do biofloco, tais como minima ou zero troca de
agua, aeracao e mistura constantes, alta densidade de estocagem, adicdo de carbono organico
e elevados niveis de nutrientes na agua, além do controle do oxigénio, temperatura, pH e
alcalinidade.

O aumento da densidade de estocagem em menor area de cultivo, conferido pelo uso da
tecnologia de biofloco, permite maior produtividade e consequentes lucros para o produtor.
Contudo, elevadas quantidades de excretas dos camardes, racdo ndo consumida e matéria
organica morta na agua estimulam o crescimento e o desenvolvimento de bactérias
heterotroficas e quimioautotroficas nitrificantes por serem fontes ricas em nitrogénio na forma
de amonia, nitrito e nitrato (AVNIMELECH, 2009). A grande quantidade de compostos
nitrogenados € excelente para as bactérias, mas em altas concentracdes, sdo extremamente
toxicas para os camardes (GROSS et al., 2004). Essa toxidez pode ser contornada por meio da
manipulacdo da relacdo C:N, com a adicdo de carbono organico (Ex.. melago, dextrose,

sucrose, amido, entre outros), que fornece energia para as bactérias heterotroficas removerem
11
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a amonia da agua enquanto as bactérias nitrificantes (com crescimento mais lento) ainda nédo
estdo completamente estabelecidas. (EBELING, et al., 2006; AVNIMELECH, 1999;
NOOTONG et al., 2011).

Dentre as fontes de carbono, o melaco de cana de acucar € a mais usada pela facilidade
de aquisicdo e preco relativamente mais baixo. O melaco é o principal subproduto da industria
do acucar e, no Brasil, & utilizado principalmente na fabricacdo de alcool etilico
(NAJAFPOUR & SHAN, 2003; OLIVEIRA et al., 2009). Devido ao elevado teor de
acucares, nitrogénio e vitaminas é também usado em diversas fermentacGes industriais, na
producdo de proteina, racGes, antibidticos, entre outros (NAJAFPOUR & SHAN, 2003;
JIANG et al., 2009; LIU et al.,, 2012). Por ser uma fonte usada para o crescimento
heterotrofico e conferir beneficios na remocdo de nitrogénio (CAZETTA & CELLIGOI,
2005; QUAN et al., 2005; JIANG et al., 2009), o melaco é também uma fonte de carbono
muito empregada nos sistemas com biofloco (SCHNEIDER et al., 2006; SAMOCHA et al.,
2007; SOUZA et al., 2014).

Contudo, alguns estudos tém mencionado propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
antimutagénicas e anti-inflamatoérias que alguns componentes como compostos fenoélicos e
ions metalicos podem exercer sobre bactérias e que muitos desses componentes também
podem estar presentes no melaco (TAKARA et al., 2007; JIANG et al., 2009; WANG et al.,
2011; LIU et al., 2012; GUAN et al., 2014; KURODA et al., 2015). Os efeitos inibitdrios vao
depender do tipo e quantidade de cada componente e sdo Uteis em multiplas aplicacfes na
indUstria, agricultura e na area da salde por inibir o crescimento de bactérias patogénicas
(GRASS et al., 2011; LEMIRE et al., 2013; SIERRA et al., 2013) mas na aquicultura, além
de afetar bactérias patogénicas, também pode exercer efeitos sobre bactérias benéficas e
inclusive sobre o animal cultivado (MISRA & NIYOGI, 2009). Sendo assim, nem todo
melaco disponivel comercialmente proporciona beneficios as bactérias heterotréficas e
consequentemente ao cultivo com biofloco.

Além da adicédo de fontes de carbono, a inducéo do crescimento bacteriano também vem
sendo feita através do emprego de substratos artificiais na coluna d’agua. O uso desses
substratos ajuda a promover o desenvolvimento microbiano e maior area de superficie para
alimentacdo e refugio dos camarfes. Os produtos empregados para aumentar a superficie

vertical (tais como Aquamats ™, telas de polietileno e polipropileno, bambus, fibra de vidro,
12
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entre outros) tem despertado o interesse dos efeitos desse aumento de superficie sobre o
perifiton e o camardo cultivado (BRATVOLD e BROWDY, 2001; AZIM et al., 2002;
BALLESTER et al., 2007; RICHARD et al., 2009).

Os substratos verticais ajudam a promover o desenvolvimento microbiano por fornecer
local de fixacdo das colbnias, principalmente de grupos especificos como as bactérias
nitrificantes (THOMPSON et al., 2002; OTOSHI et al., 2006; KRUMMENAUER et al.,
2011). A contribuicdo dos substratos em aumentar a produtividade do cultivo também tem
sido relatada, pois através deles, efeitos negativos das altas densidades podem ser atenuados
pelo aumento da &rea de superficie (MOSS e MOSS, 2004; ARNOLD et al., 2009;
SCHVEITZER et al.; 2013). Diversos estudos sobre a aplicacdo dos substratos verticais em
sistemas intensivos podem ser encontrados na literatura, contudo, com resultados divergentes
sobre sua eficiéncia (HUCHETTE et al., 2000; BRATVOLD e BROWDY, 2001; MOSS e
MOSS, 2004; KHATOON et al., 2007). Outros exemplos podem ser encontrados em Arnold
et al. (2006), os quais relatam que a adicéo de substrato artificial melhorou o crescimento e a
sobrevivéncia de Penaeus monodon, enquanto que Arnold et al. (2009) obtiveram melhores
resultados para o crescimento de P. monodon e para a qualidade da agua. J& para Audelo-
Naranjo et al. (2011) e Schveitzer et al. (2013) os efeitos positivos foram encontrados apenas
na producdo de L. vannamei, mas sem influéncia na qualidade da &gua.

A necessidade do controle de doencas e da sustentabilidade do ambiente tem
incentivado a aplicacdo de métodos moleculares de diagnostico baseados na analise do DNA,
como € o caso da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (KIM et al., 2015). Por serem mais
sensiveis e rapidos, tais métodos proporcionam maiores vantagens ou complementam
métodos baseados em cultivo microbioldgico (CAIPANG & AGUANA, 2011; KIM et al.,
2015). A PCR é usada para amplificar regies do DNA determinadas por primers especificos
e envolve ciclos de diferentes temperaturas que sdo repetidos inUmeras vezes. Em cada ciclo,
a dupla fita de DNA é desnaturada permitindo o anelamento dos primers e a adicdo de
nucleotideos pela enzima polimerase, gerando novas copias da regido alvo (CAIPANG &
AGUANA, 2011). A PCR tem sido usada principalmente na deteccéo de patdgenos devido aos
surtos de doencas que causam perdas econémicas (ROBERT-PILLOT et al.,, 2010;
CAIPANG & AGUANA, 2011; JEYASEKARAN et al., 2011; ZHANG et al., 2015), mas a

técnica permite o uso em qualquer bactéria com o primer especifico e otimizando-se a reagao.
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O conhecimento da comunidade bacteriana é essencial para uma melhor compreensdo do
funcionamento da tecnologia de bioflocos. Contudo, pouco ainda é conhecido sobre esses
micro-organismos devido aos altos custos das analises e ao tempo que algumas técnicas levam
para a obtencédo de resultados (VAN DER MEEREN et al., 2011; ZHAO et al., 2012; TANG
etal., 2014; CARDONA et al., 2016).

1.1- Objetivos

1.1.1- Objetivo geral

Caracterizar a comunidade bacteriana em cultivo do camaréo marinho Litopenaeus vannamei

em sistema de biofloco e adi¢do de substratos artificiais.

1.1.2- Objetivos especificos

- Determinar a presenca de géneros bacterianos comumente encontrados em cultivos de

Litopenaeus vannamei em sistema de biofloco e adigdo de substratos artificiais através de

PCR;

- Analisar a atividade antibacteriana de melagco comercial sobre cepas de referéncia e bactérias

presentes em cultivo de Litopenaeus vannamei em sistema de biofloco;

1.2- Hipoteses

- A determinagdo de géneros bacterianos em cultivo de Litopenaeus vannamei em sistema de

biofloco e adicdo de substratos artificiais € possivel através de PCR convencional,

- Nem toda fonte de carbono é segura para uso no cultivo de Litopenaeus vannamei em
sistema de bioflocos.
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2- Artigo Cientifico 1

Identificacdo molecular de géneros bacterianos em biofloco e substratos artificiais no

cultivo de camardo marinho

Resumo

A tecnologia de biofloco relne uma densa comunidade de bactérias heterotroficas e
nitrificantes que estdo suspensas na coluna d’agua. Vibrio, Pseudomonas e Bacillus sdo os
géneros mais frequentemente encontrados em cultivos de camardo e podem ser monitorados
para o conhecimento da qualidade do cultivo. O objetivo do estudo foi detectar, através de
PCR convencional e DNA ambiental (eDNA), a presenca de Vibrio sp., Pseudomonas sp. e
Bacillus sp. em amostras de dgua com biofloco e de substratos artificiais em cultivo de
Litopenaeus vannamei localizado no estado de Pernambuco (PE). Além disso, amostras de
agua com biofloco foram também coletadas de cultivos de L. vannamei localizados em dois
outros estados brasileiros, Rio Grande do Norte (RN) e Santa Catarina (SC). Vibrio
parahaemolyticus (ATCC 17802), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) e Bacillus
subtilis (ATCC 19659) foram ativados e usados como controles positivos das reacdes de PCR.
Das 41 amostras de agua e substratos analisadas nos trés estados brasileiros (PE, RN e SC),
nenhuma amplificacdo para Pseudomonas sp. foi detectada. Bacillus sp. foi detectado em
quatro amostras de &agua (duas do Rio Grande do Norte e duas de Santa Catarina),
representando 9,7% e Vibrio sp. foi encontrado em apenas uma amostra de agua (Santa
Catarina), representando 2,4%. Nenhum dos trés géneros foi detectado nas amostras de agua e
substratos do cultivo de Pernambuco. O uso da PCR permitiu a deteccdo de géneros

bacterianos em amostras de biofloco sem isolamento bacteriano prévio.

Palavras-chave: DNA, PCR, Litopenaeus vannamei, Vibrio sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp.
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Abstract

Biofloc technology combines a dense heterotrophic and nitrifying bacteria community that are
suspended in water column. Vibrio, Pseudomonas and Bacillus are the most frequently found
genera in shrimp farms and can be monitored for knowledge of culture quality. The aim of
this study was to detect presence of Vibrio sp., Pseudomonas sp. and Bacillus sp. through
conventional PCR and environmental DNA (eDNA) in water with biofloc and artificial
substrates samples in Litopenaeus vannamei culture located in Pernambuco (PE) state. In
addition, water samples with biofloc were also collected from L. vannamei cultures located in
two other Brazilian states, Rio Grande do Norte (RN) and Santa Catarina (SC). Vibrio
parahaemolyticus (ATCC 17802), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) and Bacillus
subtilis (ATCC 19659) were activated and used as positive controls of PCR reactions. Of 41
water and substrates samples analyzed in three Brazilian states (PE, RN and SC), no
amplification for Pseudomonas sp. was detected. Bacillus sp. was detected in four water
samples (two from RN and two from SC), representing 9.7% and Vibrio sp. was found in only
one water sample (SC), representing 2.4%. None of the three genera were detected in water
and substrate samples from the Pernambuco culture. The use of PCR allowed detection of
bacterial genera in biofloc samples without previous bacterial isolation.

Key words: DNA, PCR, Litopenaeus vannamei, Vibrio sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp.

Introducéo

A tecnologia de biofloco consiste na reunido de uma variedade de micro-organismos e
compostos organicos e inorganicos que podem ser inseridos ou se desenvolver durante o
cultivo, permanecendo suspensos e em constante circulagdo na coluna d’agua
(AVNIMELECH, 2009). Alguns parametros como temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
fonte de carbono e fonte de nitrogénio sdo importantes para a manutencdo da salde do
cultivo, ja que sdo essenciais aos processos Vvitais de camardes e micro-organismos
(LUTTERSCHMIDT & HUTCHINSON, 1997; LIN & CHEN 2001, 2003; VINATEA, 2010;
ISNANSETYO et al., 2014). A densa comunidade de bactérias heterotrdficas e nitrificantes é
induzida a se desenvolver e tem sido relatada como principal agente responsavel pela
manutenc¢do da qualidade da agua (EBELING et al., 2006; SAMOCHA et al., 2007; CRAB et
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al.,, 2012). Além disso, a proteina microbiana pode servir como aditivo alimentar
(WASIELESKY et al., 2006; ANAND et al., 2014) e dessa forma, a atuacdo das bactérias
tanto na qualidade da 4gua quanto como fonte de alimento pode melhorar a sobrevivéncia e o
crescimento de Litopenaeus vannamei (EMERENCIANO et al., 2013; XU et al., 2013, 2016).

O emprego de substratos artificiais € uma outra estratégia de manejo bastante usada para
melhorar a eficiéncia do cultivo (SCHVEITZER et al., 2013). Os substratos tém sido usados
para contribuir tanto na melhoria da qualidade da agua, atraves do biofilme, como também
para reduzir os efeitos negativos das altas densidades, ao promover superficie adicional para o
camardo (ASADUZZAMAN et al., 2008; AUDELO-NARANJO et al., 2012; ANAND et al.,
2013). Contudo, em sistemas com biofloco alguns fatores podem comprometer a atuagao dos
substratos, como a alta densidade de estocagem, a quantidade de substrato, o sistema de
cultivo, bem como a espécie cultivada, sua origem e idade (SCHVEITZER et al.; 2013). Além
disso, nesse tipo de sistema a contribuicdo dos substratos para a qualidade da &gua pode ser
minima, visto que os micro-organismos do préprio biofloco sdo bastante eficientes para tal
funcdo (AUDELO-NARANJO et al., 2011; SCHVEITZER et al.; 2013).

Conforme as condi¢cdes ambientais e de manejo existentes no cultivo, bactérias
benéficas ou patogénicas podem surgir e assim disputar o ambiente por local de adesdo e
nutrientes (CRAB et al., 2010; FERREIRA et al., 2015). InformacGes sobre a diversidade das
espécies que compdem o biofloco, sua abundancia relativa e suas funcdes ecoldgicas sdo
pouco relatadas. Contudo, sabe-se que Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Firmicutes e Cyanobacteria sdo os principais filos encontrados nos sistemas de cultivo
intensivo (VAN DER MEEREN et al.,, 2011; ZHAO et al.,, 2012; TANG et al., 2014;
CARDONA et al., 2016). E que Vibrio sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp. s&o géneros
comumente encontrados em crustdceos por serem partes constituintes da sua microbiota,
possuindo representantes benéficos ou patogénicos a estes animais (BALCAZAR et al., 2007;
HAI & FOTEDAR, 2010; FAR et al., 2013; ZHANG et al., 2016).

Vibrio é o género mais dominante, tipico de ambientes aquaticos e também com
representantes patogénicos causadores de doencas tanto em humanos (CABRAL, 2010; KIM
et al., 2015) quanto em animais aquaticos, como o0 camardo Litopenaeus vannamei
(VANDENBERGHE et al., 1999; REBOUCAS et al., 2011; ZHOU et al., 2012). Sendo
assim, € o mais estudado e sua diversidade e abundéncia séo alvo de constantes investigacoes
nos cultivos (MORIARTY, 1998; ROBERT-PILLOT et al., 2010, KHAMESIPOUR et al.,
2014). Pseudomonas sp. sdo bactérias comuns em ambientes aquaticos e no trato
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gastrintestinal de varios animais, incluindo camardes, mas podem ser também encontradas em
solos e plantas (CHYTHANYA et al., 2002; RATTANACHUAY et al., 2010; KIM et al.,
2013; RUNGRASSAMEE et al., 2013). Apesar de ser considerado um grupo potencialmente
patogénico, como é o caso de P. aeruginosa, muitas linhagens sdo usadas como probidtico
devido a sua atividade antibacteriana frente a patdgenos como Vibrio spp., Salmonella sp. e
Staphylococcus aureus (CHYTHANYA et at., 2002; HAl & FOTEDAR, 2010; LOPEZ et al.,
2012; FAR et al., 2013; RANGEL et al., 2013).

Ja Bacillus sp. € um género com poucos representantes patogénicos, capazes de formar
esporos e encontrados em alimentos, ambientes terrestres (como solo e rochas), poeiras,
plantas, trato gastrintestinal de animais e ambiente aquatico (GATESOUPE, 1999;
NICHOLSON, 2002). Diversas espécies de Bacillus sp. sdo empregadas em cultivos de
camarao a fim de melhorar a qualidade do ambiente e consequentemente, o desempenho do
animal (WANG, 2007; ZHOU et al., 2009; ZHAO et al., 2012). Dessa forma, a bactéria tem
sido usada para a melhoria da qualidade da &gua, no antagonismo contra patdégenos e na
participacdo de processos digestivos e resposta imune do animal (VERSCHUERE et al.,
2000; HAI & FOTEDAR, 2010; ABRIOUEL et al., 2011; ZOKAEIFAR et al., 2012; LIU et
al., 2015).

O uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) proporciona um aumento na
velocidade e na sensibilidade de deteccdo de micro-organismos sem a necessidade do
emprego de técnicas dependentes de cultivo (CAIPANG & AGUANA, 2011). Na aquicultura,
a PCR tem sido usada principalmente na deteccdo de patégenos (ROBERT-PILLOT et al.,
2010; CAIPANG & AGUANA, 2011; JEYASEKARAN et al., 2011; ZHANG et al., 2015),
mas a presenca de probidticos ou grupos dominantes em um cultivo também deve ser
pesquisada. O uso desse tipo de técnica é de grande importancia para o sucesso em cultivo de
camarado, pois permite rapidamente 0 manejo necessario para prevenir surtos de doencas e
perdas na producdo (KHAMESIPOUR et al., 2014). A PCR é uma opc¢éo para a detec¢do de
grupos bacterianos presentes no biofloco, o que permite relacionar a influéncia desses grupos
sobre a qualidade da agua e sobre o animal cultivado, em especial o camardo L. vannamei.

Este estudo teve como objetivo investigar, através de PCR convencional e primers
género-especificos, a presenca de Vibrio sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp. na agua e em
substratos artificiais de cultivos de L. vannamei com biofloco localizados em trés estados
brasileiros (Pernambuco, Rio Grande do Norte e Santa Catarina). Em adicdo, informagdes
sobre a qualidade da 4gua e o desempenho zootécnico de L. vannamei sdo fornecidas.
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Material e Métodos
Desenho experimental e condic6es de cultivo

O estudo foi conduzido na Estacdo de Aquicultura da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Brasil), em area externa recoberta por tela de sombreamento (70% de reducéo
de luz). As pos-larvas de Litopenaeus vannamei (2 mg de peso médio) foram obtidas de uma
larvicultura comercial localizada no estado do Rio Grande do Norte (Nordeste, Brasil) e, uma
semana antes da estocagem, estas pos-larvas foram aclimatadas em dois tanques circulares
com 800 L de volume util, preenchidos com agua salgada a 30%. de salinidade (pH 8,
Oxigénio dissolvido 7,5 mg/L, temperatura 25 °C e sem bioflocos). Nesse periodo, as pos-
larvas foram alimentadas com Artemia sp. (INVE Technology) a uma concentracdo de 40
nauplios/pos-larva/dia e um mix de quatro ragdes comerciais com tamanhos entre 90-400 um
e percentual de proteina bruta (PB) entre 45-48% (INVE Technology).

As pos-larvas foram estocadas a uma densidade de 2000 animais/m® e alimentadas
inicialmente com uma racao de 45% PB fornecida quatro vezes ao dia (8, 11, 14 e 17 horas).
Essa racao foi substituida gradativamente por uma racdo de 40% PB até o final do cultivo, a
uma taxa de alimentacdo inicial de 50% do peso médio dos camarBes. A estocagem foi
realizada em nove tanques circulares de fibra de vidro (3,15 m?), com 700 L de volume util
compostos por 500 L de agua salgada (30%o) clorada (20 ppm) e declorada e 200 L de in6culo
(dgua contendo bioflocos), sendo todos cobertos com tampa de tela para evitar o escape dos
camardes. O indculo foi oriundo de trés tanques matrizes que possuiam agua maturada com
bioflocos (pH 8, Oxigénio dissolvido 7,5 mg/L, temperatura 25 °C, relacdo
Carbono:Nitrogénio de 6:1 e sélidos sedimentaveis 3 mL/L — valores médios). A agua dos trés
tanques matrizes foi misturada entre si antes de abastecer as unidades experimentais.

Durante todo o estudo ndo houve trocas de &gua, apenas reposicdo com agua doce
clorada (20 ppm de cloro ativo) e declorada, para ajustar a salinidade e manter o nivel de agua
devido a perdas por evaporacdo. Melago de cana de agucar (30% de carbono) foi adicionado
como fonte de carbono quando os niveis do nitrogénio da amdnia total (NAT) ficaram acima
de 1 mg/L, com base na relagdo Carbono:Nitrogénio de 6:1 (EBELING et al., 2006;
SAMOCHA et al., 2007).

Os tanques foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado e
compunham os seguintes tratamentos com trés repeticdes cada: (1) bioflocos com substrato
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artificial de tela de polietileno — Tela; (2) bioflocos com substrato artificial de manta de
poliéster — Manta e; (3) bioflocos sem substrato artificial (grupo Controle). Nos tratamentos
com substratos foram produzidas manualmente quatro faixas verticais de cada tipo de
substrato com érea igual a 0,51 m? (51 cm altura x 50 cm largura x 2 lados), totalizando um
aumento de 65% na &rea do tanque. Estas faixas foram elaboradas na forma de espinhéis e
fixadas ao tanque verticalmente. Vigorosa aeracdo foi mantida através de quatro pedras de
aeracdo por tanque, supridas por um compressor radial de 2,5 CV a fim de evitar acimulo de

sedimentos no fundo do tanque.

Variaveis fisico-quimicas da agua e de desempenho zootécnico

A temperatura, o oxigénio dissolvido (OD), o pH e a salinidade foram registrados
diariamente pela manha (7 horas) e a tarde (16 horas) antes da alimentagdo, por meio de um
multipardmetro (556 MPS, YSI). Amostras de 4gua foram coletadas semanalmente de cada
tanque para analise de aménia total (NAT), nitrito (NO,-N), ortofosfato (PO,4-P), alcalinidade
(expressa em equivalentes de CaCO3) e solidos sedimentaveis (SS). As andlises de nitrato
(NO3-N) foram realizadas quinzenalmente.

As anélises de amonia, nitrito, nitrato e ortofosfato foram realizadas por meio de
espectrofotdbmetro (Hach DR 2800), utilizando os métodos 830 (método salicilato), 8507
(método de Diazotizacdo), 8539 (método de Reducdo de Cadmio) e 8048 (método
PhosVer®3), respectivamente, e com absorbancias lidas a 655, 507, 500 e 880 nm,
respectivamente. A alcalinidade foi mantida acima de 160 mg/L, mensurada utilizando
método titulométrico e expressa em equivalentes de CaCOj3 Os solidos sedimentaveis foram
mensurados através de cones de Imhoff (mL/L) e o volume dos flocos nos cones foram
determinados apds 20 minutos de sedimentacdo (CRAB et al., 2009).

O desempenho zootécnico das pos-larvas foi avaliado através do peso final (Ps), taxa
de crescimento especifico (TCE), sobrevivéncia (S), produtividade (P) e conversdo alimentar
(FCA), de acordo com as seguintes formulas: P; = peso médio inicial; Pf = peso médio final,
TCE = 100 (InPs — InP;) / tempo de cultivo; S = 100 (populagéo final / populacéo inicial); P=
biomassa final / volume do tanque; FCA = Quantidade de alimento fornecido / ganho de

biomassa em Kg.
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Coleta e conservacgédo de amostras

Para as analises, foram coletadas amostras de agua (80 mL) e dos substratos (0,015 mz,
considerando os dois lados), de acordo com cada tanque de origem. Dos tanques matriz foram
coletadas amostras de &gua antes da estocagem e, dos tanques experimentais (tratamentos),
foram coletadas amostras de &gua e substrato, no primeiro més de experimento e na despesca,
visando a determinacdo da presenca ou auséncia dos géneros bacterianos ao longo do tempo e
em diferentes locais do tanque. Além disso, amostras de agua com bioflocos (80 mL)
coletadas em diferentes estados brasileiros (Rio Grande do Norte e Santa Catarina) foram
acrescentadas ao presente estudo para fins de comparacdo. Todas as amostras foram

congeladas a -20 °C para posterior extracdo de DNA.

Controles positivo e negativo

Vibrio parahaemolyticus ATCC (17802), Pseudomonas aeruginosa ATCC (10145) e
Bacillus subtilis ATCC (19659) foram usados como controles positivos, enquanto que agua
ultrapura (Promega™, EUA) foi usada como controle negativo para as andlises de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase). A recuperacdo da cepa de referéncia de V.
parahaemolyticus foi feita através da incubacdo de 1 mL de suspensdo bacteriana
criopreservada (50% de glicerol) em caldo Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI) a 35 °C por 24
horas. Em seguida, este material foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos e o precipitado
ressuspendido em etanol a 95% na proporcao de 1:5 (v:v) para posterior extracdo de DNA.

A ativacdo das cepas de referéncia de P. aeruginosa e B. subtilis foi feita nos caldos
BHI e Triptona de Soja (TSB), respectivamente, seguidas de incubacdo a 35 °C por 24 horas.
Em seguida, uma aliquota de 100 pL dos caldos destas culturas foi semeada em placas
contendo Agar Cetrimida e Agar Leite, respectivamente, utilizando a técnica de plaqueamento
de superficie. Apos 24 horas, as colonias de ambas as culturas foram inoculadas utilizando a
técnica da semeadura por estrias, em meio inclinado Agar Triptona de Soja (TSA) a 35 °C por
24 horas para coloragdo de Gram e confirmacdo da morfologia celular. O conteudo turvado de
todos os caldos foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o
precipitado ressuspendido em etanol a 95% e estocado a 4 °C para posterior extracdo de DNA.
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Extragdo do DNA gendmico

As amostras de agua foram descongeladas e cuidadosamente tiveram o sobrenadante
descartado por pipetagem e o decantado coletado. Para as amostras de substrato, apos o
descongelamento, foram acrescidos 80 mL de &gua destilada estéril e o conteudo foi agitado
manualmente para que ocorresse o desprendimento do material aderido ao substrato. Apés a
agitacdo, o material foi deixado em repouso para a decantacdo e posterior coleta. Em todas as
amostras, 0s solidos decantados foram transferidos para tubos de 2 mL, sendo a estes
adicionado etanol a 95 % (proporcdo 1:5, v:v) para posterior armazenamento a 4 °C. A
extracdo de DNA foi realizada a partir de 200 pL destas amostras.

Por se tratar de amostras ambientais e, desta forma repleta de impurezas, a extracdo de
DNA precisou receber um pré-tratamento, que foi padronizado para todas as amostras
inclusive para os controles positivos. Como pré-tratamento, as amostras foram submetidas a
maceracdo com pistilo, seguida de EDTA a 50 mM pH 8 (480 pL) e lisozima a 10 mg/mL
(120 pL). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 60 minutos
(com vortex a cada 20 minutos) e centrifugadas a 14000 rpm durante dois minutos. O DNA
gendmico foi entdo extraido das amostras e dos controles positivos usando o Kit Wizard®
genomic DNA purification (Promega™ Corporation) de acordo com o protocolo do
fabricante.

A quantificacdo do DNA extraido foi feita através de espectrofotdmetro (Nanovue
Plus™, Biochrom). A concentragdo de DNA foi determinada a uma absorbancia de 260 nm e
a pureza segundo a razdo A260/A280 nm. Para uma amostra pura, valores abaixo de 1,8 para
a razdo A260/A280 indicam contaminagdo com proteinas ou solventes organicos
(DHALIWAL, 2013), mas para amostras ambientais tais razdes sdo esperadas devido a larga
quantidade de impurezas. Sendo assim, apenas quando foram obtidas razdes abaixo de 1,5, 0
protocolo de extracdo foi repetido para uma melhor pureza do DNA. Todo DNA extraido foi
diluido para uma concentracgéo final de 50 ng/uL e um volume final de 30 pL. A qualidade do
DNA extraido foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio (0,5 pg/mL), na qual foi confirmada a integridade do DNA utilizado nas
amplificacdes de PCR.
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PCR e eletroforese

Um total de 41 amostras foi submetido a PCR. A presenca dos géneros Vibrio sp.,
Pseudomonas sp. e Bacillus sp. nas amostras foi realizada através do uso de regides
especificas ja publicadas, utilizando os primers descritos na Tabela 1. As reacGes de PCR
foram feitas em um volume final de 25 pL em termociclador (Techne, modelo TC-412, Reino
Unido), seguindo as condicBes de amplificacdo e ciclo térmico dispostas na Tabela 2. As
cepas de referéncia ATCC foram utilizadas como controles positivos e agua ultrapura como
negativo.

Os amplicons foram submetidos a eletroforese (90 V, 150 mA) em gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). O tamanho dos produtos de PCR foi estimado
através do uso de marcador de peso molecular de 100 pb a cada gel (100 bp DNA ladder,
Promega™, EUA). Os produtos amplificados foram visualizados através de um
transiluminador de luz UV e fotografados com sistema de captura digital (KODAK Gel Logic
100 System).

Analise de dados

Os testes estatisticos foram empregados para todas as varidveis de qualidade de agua
(Temperatura, oxigénio dissolvido, pH, compostos nitrogenados, ortofosfato e solidos
sedimentaveis) e variaveis de producdo (peso final, taxa de crescimento especifico,
sobrevivéncia, produtividade e conversdo alimentar). Para o conhecimento sobre a
homogeneidade e a normalidade das variancias foram empregados os testes de Cochran e de
Shapiro—Wilk, respectivamente. A analise de Varidncia (ANOVA, o = 0.05) foi usada para
determinar diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos e o teste de Tukey para a
comparacdo das médias. Para a analise das variancias ndo paramétricas (temperatura, pH e
oxigénio dissolvido) foi aplicado o teste de Kruskal Wallis. Os dados de detec¢do dos
diferentes géneros bacterianos foram analisados através de estatistica descritiva. Todos 0s

dados foram analisados através do software SysEAPRO versdo 1.0.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers usados no estudo.

Género Primer Sequéncia 5°-3’ pb Referéncia

VG C2694352 F46 ~ GTCARATTGAAAARCARTTYGGTAAAGG
Vibrio sp. 689  Kimetal. (2015)
VG C2694352 R734 ACYTTRATRCGNGTTTCRTTRCC

PA-GS-F GACGGGTGAGTAATGCCTA

Pseudomonas sp. 618 (Szp(;gze)r etal.
PA-GS-R CACTGGTGTTCCTTCCTATA
BK1/F TCACCAAGGCRACGATGCG \S/thl ec'; al. (2:)0|6);
Bacillus sp. 1114 (sofl)o_ql?a;:e't
BK1/R CGTATTCACCGCGGCATG .

al. (2015)

Base mista: K=G+T;R=A+G; Y=C+T;N=A+C+G+T

Tabela 2. Condicdes de amplificacdo e ciclo térmico de PCR para detec¢do de Vibrio sp.,
Pseudomonas sp. e Bacillus sp. em amostras com biofloco.

Mix para PCR (25 pL de volume final)

Condic0es de Primer Taq

amplificagdo ~ Agua  Tampdo  MgCl,  dNTP o o poinora,  DNA
ultrapura (10x) (50 mM) (10 mM) (10 pmoles)  (5U/L) (50 ng/puL)
V¢ 17,05 *(14,05) 2,5 0,75 0,5 1*(2,5) 0,2 2
Cs - 1 1,5 0,2 0,4 *(1) 1 4

Ciclo térmico

Desnaturagdo  N°

Géneros N . Desnaturagdo  Anelamento Extensdo  Extenséo final
inicial ciclos

Vibrio sp. 95°C;5min  40x  95°C;1min 58°C;1min 72°C;1min 72°C; 10 min

Epse”domonas 95°C:2min  25x  94°C:20s  54°C:20s  72°C:40s  72°C:1min

Bacillus sp. 94°C;5min  30x 94 °C; 1 min 56°C;45s 72°C;1min 72°C; 10 min

Vs = volume final em pL; C¢ = concentracado final; *() Valores para Vibrio sp.; **Valores informados para cada
primer (F e R).
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Resultados

Variaveis fisico-quimicas da agua e de desempenho zootécnico

Temperatura, oxigénio dissolvido, pH, compostos nitrogenados (NAT, N-NO; e N-NO3)
e ortofosfato foram estatisticamente iguais entre os tratamentos (Tabela 3). Em todos os
tratamentos, a temperatura atingiu valores médios abaixo de 25 °C pela manha e abaixo de 26
°C a tarde. Os valores médios de NAT foram relativamente altos em todos os tanques
experimentais (~2 mg.L™) apesar da constante aplicacdo de melago. Por outro lado, os sélidos
sedimentaveis foram estatisticamente diferentes entre os tratamentos, com maior media (16
mL/L) nos tanques controle (Tabela 3). Valores de solidos sedimentaveis acima da média
foram obtidos apenas nas trés Gltimas semanas de cultivo, atingindo maximo de 20 mL/L no

tratamento Manta e 25 mL/L no Controle e Tela (dados ndo mostrados).

Tabela 3. Varidveis de qualidade de &gua (média + erro padrdo) do cultivo bercério de L.
vannamei com bioflocos e substratos artificiais.

L Tela Manta Controle
_ Variaveis
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde

Temp. 24,7+0,15 25,6%0,16 24,7+0,15 25,6+0,15 24,7+0,15 25,6+0,16
oD 7,2+0,07 6,7+0,10 7,2+0,07 6,6+0,11 7,3+£0,07 6,7+0,11
pH 8,0+0,03 7,940,04 8,0+0,03 7,8+0,04 7,9+0,04 7,7+0,04
NAT 2,2+0,17 2,1+0,18 2,1+0,19

N-NO, 0,10+0,02 0,09+0,01 0,14+0,03

N-NO; 56,6+4,19 58,1+£3,25 62,6+2,86

PO,* 22,5+2,39 23,4+1,80 21,8+2,29

SS 15,0+1,34% 12,0+0,92° 16,0+1,07°

Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre os tratamentos. Temp. = temperatura (°C); OD =
oxigénio dissolvido (mg/L); NAT = nitrogénio na forma de amonia total (mg/L); N-NO, = nitrogénio na forma de nitrito
(mg/L); N-NOj; = nitrogénio na forma de nitrato (mg/L); PO,* = ortofosfato (mg/L); SS = sélidos sedimentaveis (mg/L).

De maneira geral, a presenga de substratos artificiais ndo influenciou o desempenho
zootécnico das poés-larvas, com excecdo a taxa de crescimento especifico, que foi
estatisticamente maior no tratamento Tela (10,01 %.dia™*) em relacio ao Controle (9,46 %.dia"
1) (Tabela 4). Os animais atingiram os seguintes valores de peso final (1,1-1,3g), FCA (1,1-
1,2) produtividade (1575-1612 g.m?3) e sobrevivéncia (54-64%), sem diferenca estatistica
entre os tratamentos (P>0,05).
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Tabela 4. Desempenho zootécnico (média + erro padréo) do cultivo bergério de L. vannamei
com bioflocos e substratos artificiais.

Peso final Sobrevivéncia Produtividade TCE FCA
Tratamentos (g) (%) (gmg) (%/dla)
Tela 1,34+0,07 55,28+2,07 1612+23,5 10,01+0,08° 1,17+0,02
Manta 1,34+0,07 54,48+2,84 1575+15,8 9,71+0,08® 1,19+0,01
Controle 1,14+0,05 64,26+4,47 1560+55,1 9,46+0,07* 1,21+0,04

Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre os tratamentos. TCE = taxa de crescimento
especifico; FCA = fator de converséo alimentar.

PCR

Das 41 amostras analisadas (agua e substrato de cultivos em Pernambuco, Rio Grande
do Norte e Santa Catarina — Tabela 5), todas foram negativas para Pseudomonas sp. (Figura
1). Bacillus sp. foi detectado em quatro amostras de agua, sendo duas do Rio Grande do Norte
e duas de Santa Catarina, representando um total de 9,7% (Figura 2). Em relacdo a presencga
de Vibrio sp., apenas uma amostra de agua (Santa Catarina) foi positiva, representando 2,4%
(Figuras 3). Nenhum destes trés géneros (Pseudomonas sp., Bacillus sp. e Vibrio sp.) foi

detectado em todas as amostras de dgua e substratos do experimento (cultivo de Pernambuco).

Tabela 5. Informac@es sobre as amostras coletadas para o estudo.

Nome das amostras

. Tempo de o
Origem Fase_z de _p Agua (80 mL) Substratos (0,015 m?)
cultivo cultivo
PE - Tanques Bergario Estocagem MAL, MA2, MA4 -
matriz
PE - Tanques Bergério Primeiro més 1A1, 1A2, 1A3, 1A4, 182, 1S3, 184, 185, 1§87,
1A9
PE - Tanques Bergario Despesca TAl, 7A2, 7TA3, TA4, T7S2, 7S3, 7S4, 7S5, 7S7,
experimentais 7A5, TA6, 7TA7, TA8, T7S9
7A9
RN Engorda Primeiro més AB4, AB5, AD1, AD2 -
SC Bercario Primeiro més AlB, A4B -
Engorda Segundo més ASE, AGE -

PE = Pernambuco; RN = Rio Grande do Norte; SC = Santa Catarina.
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M 7A1 7A2 7A3 IA4 TAS TAR JAT TAS TAQ ‘e C W 7S2 7S 7S4 7S5 7S7 7S8 1A1 1A2 1/

1A 1A9 152 1S3 1S4 1S5 1ST 1SOMAI MAZ MM C+ C Y AB4 ABS AD1ADZ A1B ALB ASE

Figura 1. Amplicons para Pseudomonas sp. apos eletroforese em gel de agarose a 1%. Todas
as amostras para Pseudomonas sp. foram negativas. M = marcador 100 pb; C+ = controle
positivo; C- = controle negativo. Para legenda das amostras ver Tabela 5.

Figura 2. Amplicons para Bacillus sp. apos eletroforese em gel de agarose a 1%. M =
marcador 100 pb; C+ = controle positivo; C- = controle negativo. Amostras AB4, AB5, A4B
e ASE foram positivas para Bacillus sp. Para legenda das amostras ver Tabela 5.
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TAY TA2 TA3 TAA TAS TAB TAT TA8 TAS M Ce C 1S2 7S3 7S4 7S5 TST 7S M 1AY 1AZ2 1A3 W/

TAS 1AB 1A7 1AS 1AD 152 1S3 1S4 M 1S5 1S71S0 MATMAZMAM C. C

Figura 3. Amplicons para Vibrio sp. apds eletroforese em gel de agarose a 1%. M = marcador
100 pb; C+ = controle positivo; C- = controle negativo. Apenas A4B foi positiva para Vibrio
sp. Para legenda das amostras ver Tabela 5.

Discussao

A temperatura € um dos mais importantes fatores reguladores dos organismos aquaticos,
sendo um dos principais limitantes por afetar diretamente o metabolismo, o consumo de
oxigénio, o crescimento, a taxa de alimentacdo e a sobrevivéncia (LUTTERSCHMIDT &
HUTCHINSON, 1997; VINATEA, 2010). Os baixos valores de temperatura encontrados no
presente estudo (média 24,7 °C manha e 25,6 °C tarde) ocorreram em virtude das baixas
temperaturas ambientais (média de 24 °C) caracteristicas do periodo chuvoso (outono e
inverno) da zona litoranea do nordeste brasileiro (APAC, 2017).

Ponce-Palafox et al. (1997) relatam melhores valores de sobrevivéncia e crescimento
em temperaturas entre 20-30 °C e 25-35 °C, respectivamente, para salinidades acima de 20

%0, mas que quando analisados em conjunto um melhor desempenho ocorreria a um intervalo

entre 28-30°C. Yan et al. (2007) encontraram valores semelhantes para 6tima sobrevivéncia e
crescimento (20-32 °C), em salinidades entre 11-32 %.. Sendo assim, os valores encontrados
estiveram dentro do intervalo de temperatura e salinidade indicado para cultivo de pos-larvas
de L. vannamei.

Quanto as variaveis de oxigénio dissolvido e pH, estas foram mantidas acima de 4 mg/L

e entre 7,5-8,5, respectivamente, como recomenda Chien (1992) para o cultivo de camardes
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marinhos. Em sistema de cultivo com bioflocos, temperatura, oxigénio e pH sdo bastante
importantes ndo apenas para 0s camardes, como também para todos 0S micro-organismos
presentes, em especial as bactérias e seus processos, como a nitrificacdo. Tais variaveis foram
mantidas em niveis adequados para um bom desempenho bacteriano indicados por diversos
autores como Isnansetyo et al. (2014) que recomendam temperatura entre 20-35 °C e pH entre
7.5-8.0, e Cheng & Liu (2001) que relatam condicBes favoraveis quando concentracdes de
oxigénio dissolvido sdo mantidas entre 4-6 mg/L.

Compostos nitrogenados sdo bastante comuns em aquicultura devido ao excesso de
matéria organica em decomposicdo e a excrecdo dos organismos (FRIAS-ESPERICUETA &
PAEZ-OSUNA, 2001). Dentre estes compostos, aménia e nitrito s&o 0s mais toxicos e podem
afetar a salde, o crescimento e a sobrevivéncia dos organismos (LIN & CHEN, 2001, 2003).
Nitrito e nitrato permaneceram dentro da faixa considerada ideal para L. vannamei durante
todo o cultivo (LIN & CHEN, 2003; FURTADO et al., 2015, 2016; MELO et al., 2016). Por
outro lado, os valores médios de NAT (~ 2 mg/L) estiveram acima dos niveis de seguranca
recomendados por Frias-Espericueta et al. (2000) para po6s-larvas de L. vannamei (1,22 mg/L
NAT). Isto pode explicar a baixa sobrevivéncia encontrada em todos os tratamentos (54%
Manta, 55% Tela e 64% Controle). Sakkaravarthi (2015) também observou baixa
sobrevivéncia (70%) com 1.02 mg/L de amoénia e Kir & Kumlu (2006) relatam que a
mortalidade aumenta com o aumento das concentracGes de amonia e tempo de exposicao.

Os altos valores de aménia do presente estudo podem estar associados a alta quantidade
de excretas e restos de racdo decorrentes da densidade de estocagem (2000 animais/m3),
atrelado a ineficiéncia da reducdo de NAT mesmo quando melago foi adicionado a dgua na
relacdo C:N de 6:1. Tal resultado mostrou-se contrario aos obtidos por Ebeling et al. (2006),
Samocha et al. (2007) e Xu et al. (2016), que ao utilizarem a mesma relacdo C:N em sistemas
de biofloco conseguiram manter esta variavel dentro dos valores aceitos para a espécie.

Talvez uma maior relagio C:N como a de 10-20:1 usada em outros estudos
(ASADUZZAMAN et al., 2008; EMERENCIANO et al., 2013; KUMAR et al., 2014) com
base no nitrogénio da racdo possa conferir melhores condi¢des para a atuacdo das bactérias
heterotroficas sobre a qualidade da dgua e consequentemente, sobre a sobrevivéncia do animal
cultivado. Segundo Arnold et al. (2006, 2009) a elevacdo das concentracdes de TAN e

diminuicdo da sobrevivéncia sdo mais expressivos conforme o aumento da densidade. Arnold
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et al. (2006) testaram densidades de 1000 e 2000 pés-larvas/m® de P. monodon, ambos com e
sem substratos e encontraram valores de TAN abaixo de 1 mg/L e sobrevivéncia igual a
88,1% e 82,2%, respectivamente. J& Arnold et al. (2009) avaliaram densidades (2500 e 5000
pos-larvas/im® de P. monodon) e substratos (presenca e auséncia) e alcancaram resultados
semelhantes aos do presente estudo. Tais autores encontraram valores de TAN abaixo de 2
mg/L e sobrevivéncia igual a 69% e 60,6%, respectivamente. Sendo assim, para uma maior
sobrevivéncia e melhores niveis de TAN, menor densidade de estocagem deve ser empregada
no cultivo de pds-larvas de Litopenaeus vannamei.

A presenca e o tipo de substratos ndo interferiram sobre a qualidade da &gua ou o
desempenho do camardo, com excecdo dos solidos sedimentaveis (16, 15, 12 mL/L em
Controle, Tela e Manta, respectivamente) e da taxa de crescimento especifico (10; 9,7; 9,5
%/dia em Tela; Manta e Controle, respectivamente). Asaduzzaman et al. (2008) maturaram 0s
substratos (100% de aumento de area) por 10 dias e encontraram melhoria na qualidade da
agua, maior abundancia de bactérias heterotroficas, além de aumento na sobrevivéncia (de
62,8 para 72%) e produtividade (75% maior) do camardo. Similarmente, Schveitzer et al.
(2013) utilizaram substratos maturados com aumento de 100% da area do tanque. Contudo,
observaram influéncia apenas no desempenho do camardo, relatando que os substratos
aumentaram a area de superficie e reduziram a densidade relativa, mas sem efeito na
qualidade da &gua e na atividade microbiana. Por outro lado, Anand et al. (2013), que também
usaram substratos maturados mas com aumento de apenas 15% da area do tanque, observaram
reducdo dos compostos nitrogenados, aumento do numero de bactérias heterotroficas e
autotroficas e aumento de crescimento e sobrevivéncia quando os substratos foram
empregados. Sob as condigdes de alta densidade encontradas, acredita-se que a maturacdo dos
substratos e um aumento de &rea maior que 65% seriam necessarios para uma maior
aceleracdo do desenvolvimento das bactérias heterotréficas e principalmente das nitrificantes,
cujo desenvolvimento é mais lento, em torno de 4 a 8 semanas segundo KUHN et al. (2010).

Os trés géneros bacterianos (Vibrio, Pseudomonas e Bacillus) investigados séo
amplamente encontrados em cultivos de camardo e podem possuir acdo probiética, de
biorremediacéo, de biocontrole ou patogénica (BALCAZAR et al., 2007; ZHANG et al.,
2016). Vibrio sp. é tipico de ambientes marinhos e estuarinos constituindo-se, portanto, como

parte da microbiota normal dos peneideos, com muitas espécies citadas como patdgenos em
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varios estagios de vida do camardo (VANDENBERGHE et al., 1999). No presente estudo,
Vibrio sp. foi encontrado em apenas uma amostra de agua (Santa Catarina) e isto foi
confirmado apos varias reaces de PCR para confirmacéo dos resultados.

Baixa carga de Vibrio sp. e até a sua auséncia tem sido relatada em diversos cultivos
com biofloco. A diminuicdo e o desaparecimento de Vibrio sp. ap6s algumas semanas foi
relatado por Monroy-Dosta et al. (2013), os quais atribuem o fato ao aumento de outros
micro-organismos heterotréficos que, por competicdo, conseguem impedir a proliferacdo do
patégeno. Souza et al. (2014) verificaram baixa quantidade de Vibrio spp. no biofloco (20.10
UFC/mL) em comparacdo com o controle em agua clara (80.10* UFC/mL). Da mesma forma,
Cardona et al. (2016) detectaram menor abundancia de Vibrio sp. no biofloco (0.01 %) que
em agua clara (0.73 %). Os mesmos autores relatam que no sistema com biofloco os camardes
sd0 menos expostos as vibrioses, possivelmente devido a competicdo bacteriana e a
comunicacgdo via quorum sensing, como acontece com Vibrio harveyi (CRAB et al., 2010) e
Bacillus subtilis (KUMAR & SINGH, 2013).

Com relacdo ao género Pseudomonas sp., este € composto por bactérias heterotroficas
gue ajudam na mineralizacdo de nutrientes, com alguns representantes patogénicos e outros
probidticos (CHYTHANYA et at., 2002; RATTANACHUAY et al., 2010). Apesar de serem
comumente encontrados em cultivos de peixes e crustaceos, Pseudomonas sp. ndo foi
detectado em nenhuma das amostras deste estudo. Por outro lado, a presenca de Bacillus sp.
em quatro amostras de agua (Rio Grande do Norte e Santa Catarina) deve-se a adicdo da
bactéria como probidtico nesses cultivos. Normalmente essa bactéria € adicionada aos
cultivos para a melhoria da qualidade da &gua, competicdo contra patdgenos e maior
desempenho do camardo (ZOKAEIFAR et al., 2012; LIU et al., 2015), mas também pode ser
encontrada naturalmente no ambiente de cultivo (GATESOUPE, 1999; NICHOLSON, 2002;
FERREIRA et al., 2015). Devido ao seu rapido crescimento, capacidade de esporulacdo e
producéo de grande variedade de substancias antimicrobianas, quando adicionada ao biofloco,
Bacillus sp. predomina sobre as demais bactérias, inclusive as patogénicas como Vibrio sp.
(ABRIOUEL et al., 2011; ZHAO et al., 2012).

Nenhum dos trés géneros foi detectado em todas as amostras de agua e substratos do
cultivo de Pernambuco. Schveitzer et al. (2013) relatam que altas densidades de camaréo e o

excesso de solidos suspensos em sistemas super-intensivo com biofloco podem limitar o
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desenvolvimento do perifiton e das bactérias nos substratos que, por sua vez, sdo mais
abundantes na dgua. No presente trabalho, tal fendmeno pode ter culminado na auséncia dos
géneros avaliados nos diferentes substratos ao longo do experimento.

Para a auséncia na agua, outros estudos apontam que ha uma estreita relacdo entre a
temperatura da agua e a presenca de bactérias, na qual altas temperaturas permitem maior
diversidade e riqueza bacteriana do que temperaturas mais baixas (RUNGRASSAMEE et al.,
2013; TANG et al., 2014), condicdo encontrada neste estudo. Um exemplo é a distribuicao de
Vibrio spp., o qual depende principalmente da temperatura da dgua, da concentracdo de sodio
e da carga organica para se desenvolver (CABRAL, 2010). Contudo, é importante salientar que
a diversidade bacteriana em cultivo com biofloco é controlada ndo apenas por fatores fisico-
qguimicos, mas também pela capacidade de exclusdo competitiva e producdo de compostos
antimicrobianos entre populagdes bacterianas, principalmente quando se trata de patégenos
(NICHOLSON, 2002; WU et al., 2012), o que confere vantagens do biofloco sobre o uso de
sistemas de cultivo convencionais. Sendo assim, a deteccdo e o controle de grupos bacterianos
sdo importantes para o equilibrio do cultivo, e a investigacdo através de PCR convencional
mostrou ser uma ferramenta simples e rapida para a avaliacdo de amostras provenientes de

cultivo intensivo com biofloco sem a necessidade de isolamento prévio em cultura.

Concluséao

- A utilizacdo de PCR simples juntamente com primers especificos na deteccdo de géneros
bacterianos do biofloco é uma ferramenta répida, sensivel e especifica em compara¢do com
técnicas baseadas em cultivo e possui um grande potencial para deteccdo de grupos
bacterianos presentes no biofloco;

- Com excecdo de Bacillus sp., que foi encontrado em dois dos trés cultivos com biofloco,
Pseudomonas sp., ndo esteve presente e Vibrio sp. ndo foi dominante nos diferentes cultivos
com biofloco e, sendo assim, o biofloco, atrelado a condi¢gbes ambientais, produziu baixa
carga de patdégenos. Nenhum dos trés géneros foram detectados nas amostras de agua e

substratos do cultivo de Pernambuco;
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3- Artigo cientifico Il

Antibacterial Activity of Commercial Molasses Commonly Used in

Biofloc Technology
Abstract

Heterotrophic and autotrophic bacteria are important organisms in biofloc culture to
maintain water quality and balance of the system. All biotic and abiotic factors are interrelated
and the control of these variables is essential to the culture success. Therefore, any variation
that compromises bacteria viability can be fatal to shrimp. The aim of this study was to
investigate the antibacterial activity of commercial molasses on four reference pathogenic
strains to aquatic animals (Aeromonas hydrophila IOC/FDA 110-36, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, and Streptococcus
agalactiae ATCC 13813) and on bacteria isolated from shrimp culture water samples with
commercial molasses. Additionally, total heterotrophic bacteria (THB) and total autotrophic
bacteria (TAB) were quantified in water samples. Total heterotrophic bacteria (THB) counts
in water samples ranged from 1.2 x 10* to 3.3 x 10* CFU/mL and total autotrophic bacteria
(TAB) counts were low with < 10® CFU/mL in all samples. Four distinct colonies were
isolated from water samples according to their morphology, and were identified as
Staphylococcus epidermidis, Microbacterium sp., Lactococcus lactis subsp. Lactis, and
Neisseria sp. In relation of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) determination, except
for P. aeruginosa, all bacteria were inhibited according to increase in molasses concentration.
Commercial molasses enriched with minerals and destined to bovine supplementation is not
indicated for use in biofloc culture due its antibacterial action. This is the first study that
describes antibacterial activity of commercial molasses in systems with biofloc technology
(BFT).

Keywords: L. vannamei, shrimp, carbon source, water quality, BFT
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Introduction

Intensive systems with biofloc technology (BFT) work with limited or no water
exchange, use biofloc as supplementary nutritional source, allow water reuse in other cycles,
and implement biosecurity measures in order to prevent entry, spread and output of pathogens
(WASIELESKY et al., 2006; CRAB et al.,, 2012; KRUMMENAUER et al., 2014). This
advantages are possible due mainly to induction of heterotrophic and autotrophic bacteria
developments that remove nitrogenous compounds, controlling water quality and improving
shrimp performance (AVNIMELECH, 2009).

Nitrogenous compounds occur naturally in aquatic environments and they are formed
from excretion of organisms and degradation of feed remains (GROSS et al., 2000). Among
the principal nitrogenous compounds (ammonia, nitrite and nitrate), ammonia (especially
NHj3) is the most toxic (FRIAS-ESPERICUETA et al., 2001), although nitrate is found in
greater concentration in biofloc cultures, but with lower toxicity (LIN & CHEN, 2001;
FURTADO et al., 2015). Toxicity of nitrogenous compounds is dependent on pH,
temperature and salinity and the non-observance of the safety limits may lead to low growth
and mortality of cultured animals (VINATEA, 2010).

Control of nitrogenous compounds is achieved by the adjustment of carbon / nitrogen
ratio (C/N). Addition of a carbon source is one of the most important factors in biofloc,
because it stimulates heterotrophic growth (forty times faster than autotrophic) and ammonia
assimilation, recycling toxic compound in microbial biomass for shrimp supplementary
feeding (AVNIMELECH, 1999, 2009; EBELING et al., 2006). Autotrophic bacteria, in turn,
have slower development (around four to eight weeks), but they are also very important for
the system to perform nitrification and contribute to the water nitrogen removal (KUHN et al.
2010).

Molasses is the most abundant and cheap carbon source found in Brazil due the high
production of sugarcane (MAPA, 2016). Molasses is a by-product of sugarcane with
approximately 50% sugar (LIU et al., 2012) and 30% of carbon. Moreover, it can be found in
lesser proportion, minerals (metal ions as calcium, iron, magnesium, phosphorus, potassium,
sodium and zinc), vitamins, lipids (JIANG et al., 2009; LIU et al., 2012), and antioxidants

such as flavonoid derivatives (GUAN et al., 2014).
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In BFT a wide carbon/nitrogen ratio between 6-20, using molasses as carbon source to
stimulate heterotrophic growth until autotrophic development has achieved excellent results in
water quality and shrimp performance (SAMOCHA et al., 2007; EMERENCIANO et al.,
2013; SOUZA et al., 2014; CORREIA et al., 2014). However, not all molasses is suitable for
use as carbon source in aquaculture, especially those intended for specific purposes, because
the excess of metal ions is harmful, despite being essential element for many microorganisms
(LIU et al. 2012; LEMIRE et al. 2013).

Therefore, knowing the importance of heterotrophic and autotrophic bacteria to
maintain water quality and balance of the system, any variation that compromises their
viability can be fatal to shrimp. Thus, the aim of this study was to investigate the antibacterial
activity of commercial molasses on four reference pathogenic strains to aquatic animals and
on bacteria isolated from shrimp culture water samples with commercial molasses.
Additionally, total heterotrophic bacteria (THB) and total autotrophic bacteria (TAB) were

quantified in water samples.

Material and Methods

Sampling

Nine water samples were collected from Litopenaeus vannamei grow out intensive
culture system with biofloc (mean weight: 1,4 g — initial and 11 g — final, stocking density:
450 shrimp/m°) located at the Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Brazil.
In all samples, commercial sugar cane molasses enriched with micro minerals intended for
energy supplementation of bovines (see its composition in Table 1) was added for ammonia

control in a C/N ratio of 6:1 based on total ammonia nitrogen - TAN (EBELING et al., 2006).
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Table 1. Basic composition and use indication of commercial molasses

employed in this study.

Molasses composition Levels
Magnesium oxide (Mg) 5.000mg/Kg
Iron sulfate (Fe) 1.870mg/Kg
Cobalt sulfate (Co) 46mg/Kg
Copper sulphate (Cu) 200mg/Kg
Manganese sulfate (Mn) 1000mg/Kg
Zinc oxide (Zn) 700mg/Kg
Calcium iodate () 40mg/Kg
Sodium selenite (Se) 5mg/Kg
Sulfur (S) 5.400mg/Kg
Sulfur 0.64 %

Carbon 30.86 %
Hydrogen 6.49 %

Nitrogen 0.48 %

Indication: For use in energetic mineral supplementation of bovines.

Counting and Isolation of Heterotrophic and Autotrophic Bacteria

The water samples were collected from all tanks on the last day of culture, stored in
sterile containers, and immediately put up in an isothermal box for the transport. At the
laboratory, the samples were counting through the technique of "spread plate” using Plate
Count Agar (PCA) medium for heterotrophic bacteria, and specific mediums for autotrophic
bacteria (Oliveira 2003). Different morphologies of colonies were selected, peaked, purified
and stored in Brain Heart Infusion (BHI) Agar medium for identification.

Molecular Identification of Bacteria

The extraction and purification of bacterial DNA was performed according to the
protocol provided by PureLink™ Genomic DNA kit (Invitrogen). Genomic DNA was
quantified by fluorometer (Qubit® 2,0 Fluorometer / Invitrogen). The PCR reaction for the
16S rRNA gene was performed using the primers Pl (8-27f. 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") and P2 (1520-1541r: 5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3") (AO et al., 2012) in a final volume of 30 pL

43



Ferreira, M.G.P Investigacdo molecular de géneros bacterianos e agdo antimicrobiana...

containing 0,3 pM of each primer, 15 pl of 2x GoTaq Master Mix PCR SyberGreen
(Promega), 10 ng/pL of bacterial DNA, and ultrapure water. The thermal cycle was: 95 C for
2 min, followed by 35 cycles of 95 C for 40 s, 55 C for 40 s, 72 C for 90 s, ending at 72 C for
10 min. PCR product (1400-1500 bp) was visualized after electrophoresis in 1.5 % agarose
gel stained with Blue green loading dye (LGC Bio).

PCR products were purified, quantified, and the concentration was adjusted at 10 and
40 ng / uL, for sequencing analysis (Genetic Analyzer ABI 3500). The STADEN 1.6 software
package (Pregap 4, Trev, and Gap 4 tools) were used for chromatograms analysis. The
BLAST software package was used to compare the nucleotide sequences found to sequence
from  National Center for  Biotechnology Information (NCBI) database
(http://blast.ncbi.nim.nih. gov/). For species identification was assumed a 97% minimum

similarity between sequences.

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The sensibility test for molasses was performed by dilution method in agar through
which minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by following NCCLS (M7-
A6) (NCCLS, 2003). Different concentrations of molasses ranging from 10 to 100% (v/v) at
intervals of 10% were incorporated into Agar Mueller-Hinton (Himedia). Dilutions were
performed in triplicate and were reported as CO — C10, where CO = Plates with only agar, and
C1 to C10 = Plates ranging from 10 to 100 puL of molasses /mL of agar, respectively (Table
2).

Bacterial suspensions of Aeromonas hydrophila (I0C / FDA 110-36), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Streptococcus
agalactiae (ATCC 13813), and selected isolates from water of shrimp culture were inoculated
onto agar surface. ATCC bacteria were chosen because they are all pathogens of aquatic
animals. Bacterial suspensions were prepared with turbidity corresponding to a 0.5 McFarland
standard, and diluted so that the 2 pL inoculum stayed with concentration of 10* CFU/mL.
Plates remained at room temperature until the drops were absorbed by the agar, when then
were inverted and incubated at 35 C for 20 hours. MIC was recorded as the lowest molasses
concentration that completely inhibited the growth of bacteria.
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Results

Mean total heterotrophic bacteria (THB) counts in water samples ranged from 1.2 x 10*
to 3.3 x 10* CFU/mL, and total autotrophic bacteria (TAB) counts were low with < 10°
CFU/mL in all samples. Only four distinct colonies from water samples grew and were
isolated from plate count agar (PCA) according to their morphology, and were identified as
Staphylococcus epidermidis, Microbacterium sp., Lactococcus lactis subsp. lactis and
Neisseria sp.

Results of agar dilution test for MIC determination of molasses against bacteria are in
Table 2. Except for P. aeruginosa, that grew in all molasses concentrations, bacteria growth
was divided in two groups. A group that was inhibited only in C10 (99,94 uL/mL) formed by
A. hydrophila, V. parahaemolyticus, Microbacterium sp., and Lactococcus lactis subsp.
Lactis, and a group that was inhibited according to increase in molasses concentration formed
by S. agalactiae (C2 - 19.99 uL/mL), S. epidermidis (C3 - 29.98 pL/mL) and Neisseria sp.
(C4 - 39.97 uL/mL).

Table 2. Dilution test in Agar for analysis of antimicrobial activity of molasses against
reference strains and isolates of L. vannamei culture with biofloc and commercial molasses.

Bacteria species

Molasses

concentrations Ah Pa Vp Sa Se M LI N
CO (0 pL/mL) D D D D D D D D
C1 (9,99 pL/mL) D D D D D D D D
C2 (19,99 pL/mL) D D D ND D D D D
C3 (29,98 pL/mL) D D D ND ND D D D
C4 (39,97 uL/mL) D D D ND ND D D ND
C5 (49,97 uL/mL) D D D ND ND D D ND
C6 (59,96 puL/mL) D D D ND ND D D ND
C7 (69,96 pL/mL) D D D ND ND D D ND
C8 (79,95 puL/mL) D D D ND ND D D ND
C9 (89,94 puL/mL) D D D ND ND D D ND
C10 (99,94 pL/mL) ND D ND ND ND ND ND ND

Ah= Aeromonas hydrophila, Pa= Pseudomonas aeruginosa, Vp= Vibrio parahaemolyticus,
Sa= Streptococcus agalactiae, Se= Staphylococcus epidermidis, M= Microbacterium sp., LI=
Lactococcus lactis subsp. Lactis, N= Neisseria sp., D= development, ND= without
development.
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Discussion

In biofloc cultures the increase of ammonia concentration is prevented using an
organic carbon source as related by Samocha et al. (2007), which affirmed that molasses can
be used to prevent increase of TAN. Several other studies use molasses as carbon source and
report benefits to water quality and consequently for the shrimp production (CORREIA et al.,
2014; KUMAR et al., 2014; SOUZA et al., 2014). However, not all molasses is suitable for
use in culture. Bacteria results indicated a low growth of total autotrophic bacteria (< 10°
CFU/mL) in all samples. According to several authors, high carbon concentrations affects
nitrifying bacteria (more sensitive and with slow growth) and favors heterotrophic bacteria
due its fast growth rate, competing for oxygen and space (ZHU & CHEN, 2001; EBELING et
al., 2006; AVNIMELECH, 2009; TIMMONS & EBELING, 2010).

When compared with other studies total heterotrophic bacteria growth was also low
(1.2 to 3.3 x 10* CFU/mL). Asaduzzaman et al. (2008) found mean THB ranging from 3.4 to
5.8 x 10° CFU/mL according to increase of C/N ratio from 10 to 20, respectively. Anand et al.
(2013) registered increase of THB load of 90% to 215% in C/N ratio of 20 as compared to
C/N ratio of 10 (with < 1.6 x 10° CFU/mL). Kumar et al. (2014) found 3.1 to 4.5 x 10°
CFU/mL in treatments with supplementation of molasses (C/N ratio of 10) in comparison
with 1.2 to 1.9 x 10° CFU/mL in treatments without molasses. Ferreira et al. (2017), found
THB load between 10’ to 10® CFU/mL independent the use or not of commercial probiotic in
a C/N ratio of 6. Therefore, heterotrophic bacteria grew in presence of commercial molasses
enriched with micro minerals, but not in the amount expected for biofloc cultures.

According to minimum inhibitory concentration (MIC), it appears that high
concentration of some molasses components or set of them hampered growth and
performance of some bacterial species, where bacteria were inhibited according to increase in
molasses concentration. Among the most common inhibitors of micro-organisms are found
antibiotics, chemotherapeutic agents, fungicides, colorants, in addition to other components
such as salts of organic acids, and salts of heavy metals as mercury, arsenic, copper, calcium
and zinc also may act as antimicrobials (AZEVEDO, 2008; SILVA et al., 2013).

Other studies have demonstrated the antimicrobial properties of oxides of magnesium

(MgO), zinc (Zn0O), and calcium (Ca0), particularly against gram-negative and gram-positive
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bacteria such as Escherichia coli (BRAYNER et al., 2006; SUNDRARAJAN et al., 2012), E.
coli and  Staphylococcus aureus (YAMAMOTO, 2001; SAWAI, 2003;
KRISHNAMOORTHY et al., 2012), Bacillus subtilis (HUANG et al., 2005; JIANG et al.,
2009; VIDIC et al., 2013), Pseudomonas fluorescens (JIANG et al., 2009) and P. aeruginosa
(KRISHNAMOORTHY et al., 2012). In most of studies is cited the high antibacterial action
of nanoparticulates oxides when compared to macroparticulates. Antimicrobial properties of
iron sulfate (PANDE et al., 2015), cobalt sulfate (CHOHAN et al., 1999), copper sulphate
(AARESTRUP & HASMAN, 2004), sodium selenite (VASIC et al., 2011), and sulfur
(DESHPANDE et al., 2008) were also related in other studies against gram positive and gram
negative bacteria, being all this compounds presents in commercial molasses used in present
study.

However, studies have demonstrating that although many of these compounds are
essential micronutrients for several groups of organisms, depending of the concentration,
other groups besides bacteria may also be affected as yeast and fungi (DESHPANDE et al.,
2008), protozoa and nematodes (SCHNEIDER et al., 2011), and fishes like rainbow trout
(MISRA & NIYOGI, 2009). Heinlaan et al. (2008) demonstrated that CuO, ZnO, nano ZnO
and ZnSO4 . 7H,O were toxic for Vibrio fisheri and crustaceans Daphnia magna and
Thamnocephalus platyurus. The same authors also stated that particles of metal oxide do not
necessarily have to be inside the cell to cause toxicity, only contact with bacterial cell and
crustaceans intestinal cell can damage the membranes. The functions of cell membrane, the
enzyme activity associated with it and the maintenance and integrity of cell depends on its
surface structure. The probable reason for gram-positive bacteria be more susceptible to
antimicrobials that gram-negative is due to structure of cell membrane. Cell wall of gram-
negative bacteria mainly consists of layers of lipid A, lipopolysaccharide and peptidoglycan,
whereas gram-positive have only one layer of peptidoglycan constituting their membrane
(ESPITIA et al., 2012; TANG & LV, 2014). These characteristics may possibly explain
bacteria behavior in relation to molasses in the present study. The small permeability of cell
wall, intrinsic to P. aeruginosa, explains its natural resistance to structurally different
antimicrobials (HANCOCK 1998).

Therefore, our data indicated that special care should be taken with the commercial

molasses used in culture. It should be observed for what purpose the product is indicated and
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especially examine carefully its composition. Because what appears to be a small detail can

compromise a whole culture.

Conclusion

Commercial molasses enriched with minerals and destined to bovine supplementation
is not indicated for use in biofloc cultures to have antibacterial action and consequently, to
interfere in bacterial development. This is the first work to demonstrate bacterial activity

inhibition in commercial molasses applied in an aquaculture system.

Acknowledgements

The authors would like to thank the CAPES-Brazil for the Ph.D. grant to Maria
Gabriela P. Ferreira and Carolina N. Barros, and CNPqg-Brazil for providing the Research

Fellowship to Dr. Eudes S. Corrreia (Proc. 305144/2010-3).

References

Aarestrup, F. M. & H. Hasman. 2004. Susceptibility of different bacterial species isolated
from food animals to copper sulphate, zinc chloride and antimicrobial substances used
for disinfection. Veterinary Microbiology 100:83-89.

Anand, P. S. S.,; S. Kumar, A. Panigrahi, T. K. Ghoshal, J. S. Dayal, G. Biswas, J. K.
Sundaray, D. De, R. A. Raja, A. D. Deo, S. M. Pillai, and P. Ravichandran. Effects of C:N
ratio and substrate integration on periphyton biomass, microbial dynamics and growth
of Penaeus monodon juveniles. Aquaculture International 21:511-524. 2013.

Asaduzzaman, M., M. A. Wahab, M. C. J. Verdegem, S. Huque, M. A. Salam, and M. E.
Azim. C/N ratio control and substrate addition for periphyton development jointly
enhance freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii production in ponds. Aquaculture
280:117-123. 2008.

Avnimelech, Y. 1999. Carbon/nitrogen ratio as a control element in aquaculture systems.
Aquaculture 176:227-235.

Avnimelech, Y. Biofloc Technology: A practical guide book. The World Aquaculture
Society, 1th ed., Baton Rouge, Louisiana, United States, 182 pp, 2009.

48



Ferreira, M.G.P Investigacdo molecular de géneros bacterianos e agdo antimicrobiana...

Azevedo, J. L. Genética de Microrganismos. 2. ed. Goiania: UFG, 2008, 536p.

Brayner, R., R. Ferrari-lliou, N. Brivois, S. Djediat, M. F. Benedetti, and F. Fiévet.
Toxicological impact studies based on Escherichia coli bacteria in ultrafine ZnO
nanoparticles colloidal medium. Nano Letters 6(4):866-870. 2006.

Crab, R., T. Defoirdt, P. Bossier, and W. Verstraete. Biofloc technology in aquaculture:
Beneficial effects and future challenges. Aquaculture 356-357:351-356, 2012.

Chohan, Z. H., and M. Praveen. Biological role of anions (sulfate, nitrate, oxalate and
acetate) on the antibacterial properties of cobalt (I1) and nickel(l1l1) complexes with
pyrazinedicarboxaimide derived, furanyl and thienyl compounds. Metal-Based Drugs
6(2):95-99. 1999.

Correia, E. S., J. S. Wilkenfeld, T. C. Morris, L. Wei, D. I. Prangnell, and T. M. Samocha.
2014. Intensive nursery production of the Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei
using two commercial feeds with high and low protein content in a biofloc-dominated
system. Aquacultural Engineering 59:48-54.

Deshpande, A. S., R. B. Khomane, B. K. Vaidya, R. M. Joshi, A. S. Harle, and B. D.
Kulkarni. Sulfur nanoparticles synthesis and characterization from H,S gas, using novel
biodegradable iron chelates in W/O microemulsion. Nanoscale Research Letters 3:221—
229. 2008.

Ebeling, J. M., M. B. Timmons, and J. J. Bisogni. Engineering analysis of the stoichiometry
of photoautotrophic, autotrophic, and heterotrophic removal of ammonia-nitrogen in
aquaculture systems. Aquaculture 257:346-358, 2006.

Emerenciano, M., G. Cuzon, A. Paredes, and G. Gaxiola. Evaluation of biofloc technology
in pink shrimp Farfantepenaeus duorarum culture: growth performance, water quality,
microorganisms profile and proximate analysis of biofloc. Aquaculture International
21:1381-1394. 2013.

Espitia, P. J. P., N. F. F. Soares, J. S. R. Coimbra, N. J. Andrade, R. S. Cruz, and E. A. A
Medreiros. 2012. Zinc oxide nanoparticles: Synthesis, antimicrobial activity and food
packaging applications. Food Bioprocess Technology, v.5, p. 1447-1464.

Ferreira, M. G. P., C. N. Barros, E. C. Lima, M. Vasconcelos, E. S. Correia, and E. S.
Mendes. Efeito da suplementacdo de probidtico sobre a comunidade microbiana no
cultivo bercario do Litopenaeus vannamei. In: World Aquaculture Society, Natal, RN. CD-
Rom. 2011.

Ferreira, L. M. H., G. Lara, W. Wasielesky Jr., and P. C. Abreu. 2016. Biofilm versus
biofloc: Are artificial substrates for biofilm production necessary in the BFT system?
Aquaculture International 24(4):921-930.

Frias-Espericueta, M. G., and F. Paez-Osuna. Toxicidad de los compuestos de nitrogeno en
camarones. Pages 224-242 in F. Paez-Osuna, editor. Camaronicultura y medio ambiente.
Universidad Nacional Autonoma de México, México, 2001.

49



Ferreira, M.G.P Investigacdo molecular de géneros bacterianos e agdo antimicrobiana...

Furtado, P. S., B. R. Campos, F. P. Serra, M. Klosterhoff, L. A. Romano, and W. Wasielesky
Jr. Effects of nitrate toxicity in the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, reared
with biofloc technology (BFT). Aquaculture International 23:315-327. 2015.

Gross, A., C. E. Boyd, and C. W. Wood. Nitrogen budget and transformations in channel
catfish ponds. Aquaculture Engineering 24:113-132, 2000.

Guan, Y., Q. Tang, X. Fu, S. Yu, S. Wu, and M. Chen. 2014. Preparation of antioxidants
from sugarcane molasses. Food Chemistry 152:552-557.

Hancock, R. E. W. 1998. Resistance mechanisms in Pseudomonas aeruginosa and other
nonfermentative gram-negative bacteria. Clinical Infectious Diseases 27(1):S93-S99.

Heinlaan, M., A. lvask, I. Blinova, H.-C. Dubourguier, and A. Kahru. 2008. Toxicity of
nanosized and bulk ZnO, CuO and TiO, to bacteria Vibrio fischeri and crustaceans
Daphnia magna and Thamnocephalus platyurus. Chemosphere 71:1308-1316.

Huang, L., D.-Q. Li, Y.-J. Lin, M. Wei, D.G. Evans, and X. Duan. Controllable preparation
of nano-MgO and investigation of its bactericidal properties. Journal of Inorganic
Biochemistry 99:986-993. 2005.

Jiang, L., J. Wang, S. Liang, X. Wang, P. Cen, and Z. Xu. Butyric acid fermentation in a
fibrous bed bioreactor with immobilized Clostridium tyrobutyricum from cane molasses.
Bioresource Technology 100:3403-3409. 2009.

Jiang, W., H. Mashayekhi, and B. Xing. 2009. Bacterial toxicity comparison between nano-
and micro-scaled oxide particles. Environmental Pollution 157:1619-1625.

Krishnamoorthy, K., G. Manivannan, S. J. Kim, K. Jeyasubramanian, and M. Premanathan.
Antibacterial activity of MgO nanoparticles based on lipid peroxidation by oxygen
vacancy. Journal of Nanoparticle Research 14(1063):10 pp. 2012.

Krummenauer, D., T. Samocha, L. Poersch, G. Lara, and W. Wasielesky Jr. The Reuse of
Water on the Culture of Pacific White Shrimp, Litopenaeus vannamei, in BFT System.
Journal of the World Aquaculture Society 45(1): 3-14, 2014.

KUHN, D.D.; DRAHOS, D.D. MARSH, L.; FLICK Jr.,, G.J. Evaluation of nitrifying
bacteria product to improve nitrification efficacy in recirculating aquaculture systems.
Aguacultural Engineering, v.43, p.78-82, 2010.

Kumar, S., P. S. S. Anand, D. De, J. K. Sundaray, R. A. Raja, G. Biswas, A. G. Ponniah, T.
K. Ghoshal, A. D. Deo, A. Panigrahi, and M. Muralidhar. Effects of carbohydrate
supplementation on water quality, microbial dynamics and growth performance of giant
tiger prawn (Penaeus monodon). Aquaculture International 22:901-912. 2014.

Lemire, J. A., J. J.Harrison, and R. J. Turner. Antimicrobial activity of metals:
mechanisms, molecular targets and applications. Nature Reviews Microbiology 11:371-
384. 2013.

50



Ferreira, M.G.P Investigacdo molecular de géneros bacterianos e agdo antimicrobiana...

Lin, Y.-C., and J.-C. Chen. Acute toxicity of ammonia on Litopenaeus vannamei Boone
juveniles at different salinity levels. Journal of Experimental Marine Biology and Ecology
259:109-119, 2001.

Liu, J., J. Huang, Y. Jiang, and F. Chen. Molasses-based growth and production of oil and
astaxanthin by Chlorella zofingiensis. Bioresource Technology 107:393-398. 2012.

MAPA, 2016. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Cana de acuUcar.
[http://www.agricultura.gov.br/vegetal/culturas/cana-de-acucar]. Reviewed: 17 July 2016.

Misra, S., & S. Niyogi. Selenite causes cytotoxicity in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) hepatocytes by inducing oxidative stress. Toxicology in Vitro 23:1249-1258. 2009.

NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards). 2003. Methods for
dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically. Approved
standard M7-A6, Wayne, Pa, USA

Oliveira, R. M. 2003. (CD-ROM). Microbiologia. Centro Universitario do Sul de Minas,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Varginha, MG, Brazil.

Pande, N. S., D. K. Jaspal, A. Malviya, and V. P. Jayachandran. Green route synthesis of
iron nanoparticles and antibacterial studies. Proceedings of 20" IRF International
Conference, 22" February 2015, Pune, India, p. 74-78. 2015.

Samocha, T. M., S. Patnaik, M. Speed, A.-M. Ali, J.M. Burger, R. V. Almeida, Z. Ayub, M.
Harisanto, A. Horowitz, and D. L. Brock. 2007. Use of molasses as carbon source in limited
discharge nursery and grow-out systems for Litopenaeus vannamei. Adquaculture
Engineering 36:184-191.

Sawai, J. 2003. Quantitative evaluation of antibacterial activities of metallic oxide
powders (ZnO, MgO and CaO) by conductimetric assay. Journal of Microbiological
Methods 54:177-182.

Schneider, T., A. Baldauf, L. A. Ba, V. Jamier, K. Khairan, M.-B. Sarakbi, N. Reum, M.
Schneider, A. Roseler, K. Becker, T. Burkholz, P.G. Winyard, M. Kelkel, M. Diederich, and
C. Jacob. Selective Antimicrobial Activity Associated with Sulfur Nanoparticles. Journal
of Biomedical Nanotechnology 7:1-11. 2011.

Silva, B. C., F. N. Vieira, J. L. P. Mouriiio, G. S. Ferreira, and W. Q. Seiffert. Salts of
organic acids selection by multiple characteristics for marine shrimp nutrition.
Agquaculture 384-387:104-110. 2013.

Souza, D. M., S. M. Suita, L. A. Romano, W. Wasielesky, and E. L. C. Ballester. Use of

molasses as a carbon source during the nursery rearing of Farfantepenaeus brasiliensis
(Latreille, 1817) in a Biofloc technology system. Aquaculture Research 45:270-277. 2014.

51



Ferreira, M.G.P Investigacdo molecular de géneros bacterianos e agdo antimicrobiana...

Sundrarajan, M., J. Suresh, and R. R. Gandhi. A comparative study on antibacterial
properties of MgO nanoparticles prepared under different calcination temperature.
Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures 7(3):983-989. 2012.

Tang, Z. X., and B. F. LV. MgO nanoparticles as antibacterial agent: preparation and
activity. Brazilian Journal of Chemical Engineering 31(03):591 - 601. 2014.

Timmons, M. B., & Ebeling, J. M. Recirculating Aquaculture. 2nd Edition. Cayuga Aqua
Ventures, Ithaca, New York, 948 pp. 2010.

Vasié, S., |. Radojevi¢, N. Pesi¢, and L. Comié. Influence of sodium selenite on the growth
of selected bacteria species and their sensitivity to antibiotics. Kragujevac journal of
science 33:55-61. 2011.

Vidic, J., S. Stankic, F. Haque, D. Ciric, R. L. Goffic, A. Vidy, J. Jupille, and B. Delmas.
Selective antibacterial effects of mixed ZnMgO nanoparticles. Journal of Nanoparticle
Research 15(1595):10 pp. 2013.

Vinatea, L. A. Qualidade da 4gua em aquicultura: principios e praticas. Floriandpolis:
UFSC, 32 edition, 238p, 2010.

Wasielesky Jr, W., H. Atwood, A. Stokes, and C. L. Browdy. Effect of natural production
in a zero exchange suspended microbial floc based super-intensive culture system for
white shrimp Litopenaeus vannamei. Aquaculture 258:396-403, 2006.

Yamamoto, O. Influence of particle size on the antibacterial activity of zinc oxide.
International Journal of Inorganic Materials 3:643-646. 2001.

Zhu, S. & S. Chen. Effects of organic carbon on nitrification rate in fixed film biofilters.
Agquacultural Engineering 25:1-11. 2001.

52



Ferreira, M.G.P Investigacdo molecular de géneros bacterianos e agdo antimicrobiana...

4- Consideracoes finais

- O uso da PCR convencional mostrou ser bastante eficiente para a investigacdo da presenca
dos géneros bacterianos (Vibrio sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp.) selecionados no presente
estudo. Obtendo-se os primers desejados, a PCR pode ser aplicada para qualquer bactéria ou
grupo de interesse, 0 que torna tal ferramenta bastante atraente principalmente para se saber,
de forma répida e eficiente, informacGes sobre a presenca de grupos importantes como

patdgenos ou probioticos no sistema de cultivo com biofloco.

- O emprego de altas densidades de estocagem pode refletir em elevacao dos niveis de amonia
e soOlidos suspensos, com consequente diminui¢do da sobrevivéncia do animal cultivado.
Aliado a isso, as altas densidades e o excesso de solidos podem também interferir na
eficiéncia dos substratos, que foram pouco vantajosos no presente estudo.

- Outro fato observado no presente estudo € que nem todo melago € indicado para uso em
aquicultura. O melaco na forma mais bruta é preferivel que alguns tipos de melacos
comerciais com suplementacdo de minerais, pois grande quantidade desses nutrientes aliado
com a possivel presenga de outros componentes como compostos fendlicos e ions metalicos
que geralmente sdo encontrados no melago podem gerar acdo antimicrobiana e comprometer a

atuacdo das bactérias no cultivo com biofloco.
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ANEXO

Normas de formatacdo do Programa de P6s-Graduacdo em Recursos Pesqueiros e Aquicultura

Todo o texto deve ser digitado em Letra Times New Roman 12, tabulacdo 1, espagamento
1,5. A capa sera branca (papel cartolina de 120g).

As referéncias devem seguir este modelo:
Quando entre parénteses:
Um autor: sobrenome em caixa alta, virgula e ano de publicagdo. Exemplo: O Brasil é o melhor
pais do mundo (MENDES, 2005);

Dois autores: sobrenomes em caixa alta separados por “e”, virgula e ano de publicacdo. Exemplo:
O Brasil é 0 melhor pais do mundo (MENDES e SALES, 2005).

Mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor em caixa alta, a expresséo et al., virgula e ano
de publicacdo. Exemplo: O Brasil € o melhor pais do mundo (SALES et al., 2005);

Mesmo autor e ano: sobrenome em caixa alta, virgula, ano, a, virgula, b, virgula, ano de
publicacdo. Exemplo: O Brasil é o melhor pais do mundo (CORREIA, 2005 a, b).

Mesmo autor em anos diferentes: sobrenome em caixa alta, virgula, ano, virgula, ano de
publicacdo. Exemplo: O Brasil € o melhor pais do mundo (MENDES, 2005, 2007);

Citacdo de citacdo: sobrenome do autor, virgula, ano de publicacdo desse autor, seguido pela
expressdo apud e da citacdo que o referenciou. Exemplo: O Brasil é o melhor pais do mundo
(CORREIA, 2005 apud SALES, 2007); Este tipo de citacdo ndo é bem visto em decorréncia de
haver possibilidades de o mestrando divulgar informacdes erroneas. Recomenda-se buscar o
trabalho original.

Fora dos parénteses

Utilizar as recomendagdes acima referenciadas, no entanto o(s) nome(s) do(s) autor(es)
devem ser em caixa baixa, excetuando-se a primeira letra e 0 ano sempre entre parénteses.
Exemplos: Segundo Mendes (2005) o Brasil é o melhor pais do mundo; Sales et al. (2005)
concluiram que o Brasil € o melhor pais do mundo.

A referéncia bibliogréafica devera ser ordenada em funcdo dos nomes de referéncia,
observando ainda:

1- Todas as citagdes realizadas no texto devem constar na referéncia como citadas;
2- Todas as referencias devem ter sido citadas no texto;

3- Tem que constar todos os nomes dos autores;

4- Entre autores utilizar a pontuacéo ponto e virgula para separa-los.

5- Todas as referencias devem conter as datas de publicacéo;

6- Sempre que existir o titulo da obra ou da revista utilizar negrito;
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Exemplos:

1- Anais de Eventos
SILVA, AD.R.; SOARES, M.C.F.; CARMO, J.L. Determinacdo da letalidade em baixas
concentragdes de oxigénio dissolvido, sob diferentes temperaturas, utilizando alevinos de tilapia-
do-nilo, linhagem chitralada, Oreochromis niloticus (teleostei: cichlidae). In: Congresso Brasileiro
de Engenharia de Pesca, 13., 2003. Porto Seguro. Anais. Porto Seguro/BA. FAEP-BR, 2003. p.
726-734. CD-ROM.

2- Periddicos

WYBAN, J.A,; LEE, C.S.; SATO, V.T.; SWEENEY, J.N.; RICHARDS JUNIOR, W.K. Effect of
stocking density on shrimp growth rates in manure-fertilized ponds. Aquaculture, v.61, p.23-32,
1987.

3- Capitulos de livros

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

4- Livros
SOKAL, R.R.; ROHLF, F.J. Biometry: the principles and practice of statistics in biological
research. New York: W. H. Freeman and Company, 1995. 850p.

5- Monografias, dissertagdes e Teses

MATHEUS, C.E. Aspectos do crescimento e reproducdo de Sarotherodon niloticus (Tilapia do
Nilo) em lagoas de estabilizagdo e sua influéncia no tratamento biologico. 1984. 148p.
Dissertacéo (Mestrado) — Universidade Federal de Sdo Carlos, Sao Paulo.

6- Fontes eletrénicas

FAO. Fishery Information, Data and Statistics Unit. FishStat plus: universal software for fishery
statistical time series. Version 2.3. Rome, 2006. Disponivel em:
<http://www.fao.org/fi/statist/FISOFT/FISHPLUS.asp>. Acesso em: 6 maio 2006.
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