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RESUMO

A microbiota intestinal de jundi@hamdia quelew tilapiaOreochromis
niloticus foi comparada. Foram observadas bactérias capazdmgerir
0S macro nutrientes (proteina, lipidios e carbtid)apresentes nas
dietas, estando, em geral, em maiores numerotapatiA distribuicdo
de grupos bacterianos variou ao longo do trattint, sendo diferente
entre as espécies estudadas. O jundid apresentou arescimento de
bactérias proteoliticas e lipoliticas na porcaotgras, onde também
ambas espécies tinham mais bactérias amilolittade haver maior
degradacdo de amido por enzimas exdgenas provemigatmicrobiota
na porcéao final do intestino, o que aumentariaspdatiibilidade deste
nutriente para o hospedeiro. Comparou-se também icobiota
intestinal entre as duas espécies, apds a adragéstrde dietas
contendo milho, trigo, mandioca, arroz ou dextrif@s jundias
alimentados com dieta contendo arroz apresentarais bactérias
totais. Por outro lado, quando mandioca ou milhafiizado, bactérias
amiloliticas foram mais presentes em tilapia. Arotiota da parede
intestinal dos peixes foi sensivel a dieta admmmist, que alterou sua
composi¢cdo. Fusobacterium foi detectada em juralid®entados com
dietas contendo arroz, e contendo mandioca, daxtimoz e milho para
tilapia. Foi evidenciada diferenciacdo da micrabidée jundia e tilapia,
ja que foram observadas apenas no primeiro, bastéld grupo das
Spirochaetales, comuns nos tratamentos com milhandioca e
dextrina. Estudos adicionais s@o necessarios paltzomcompreensao
da microbiota intestinal na digestdo de carboidragm peixes,
associando-se técnicas bacteriol6gicas convensiaonai moleculares.

Palavras-chave:Jundid, tilapia, microbiota, bactéria, amiloliticketa.



ABSTRACT

Intestinal bacterial microbiota of jundiRlfamdia quelérand tilapia
(Oreochromis niloticus

The bacterial population of the intestinal tracjufdiaRhamdia quelen
and tilapia Oreochromis niloticuswere compared. Bacteria in both
species could digest the dietary macronutrientotépr, lipid and
carbohydrate), and were generally present in higlenbers in tilapia.
The distribution of the bacterial groups variednglghe intestinal tract
and differed between species. Jundia showed higjrewth of
proteolytic bacteria and lipid in the distal portjovhere both species
also had more amylolytic bacteria. Thus, there rayhigher starch
degradation by exogenous enzymes in the finaltinldsportion, which
could increase energy availability to the host. Trtestinal microbiota
between the two species was also compared aftenestimtion of diets
containing corn, wheat, manioc, rice or dextrinndla fed rice
presented higher counts of total bacteria. On ttheerohand, when
manioc and corn were used as carbohydrate souheepopulation of
amylolytic bacteria was higher in tilapia. The gaizl microbiota
present in the intestinal tissue of fish was saessito the diet, which
changed its composition. Fusobacterium was deteéctgohdia fed diets
containing rice, and manioc, dextrin, rice, andncdor tilapia. The
microbial differentiation was demonstrated betw@erdia and tilapia,
since Spirochaetales were observed only in thedite, common in the
treatments with corn, manioc and dextrin. Additiorstudies are
required for a better understanding of the inte$tmicrobiota and its
role in carbohydrates digestion in fish. Such sfsdhould associate
molecular and conventional bacteriological techagju

Keywords: Jundia, tilapia, microbiota, bacteria, amylolytiget.
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INTRODUCAO

O trato gastrointestinal dos peixes compreende ampkexo
ecossistema microbiano, composto principalmente hamtérias, que
esta envolvido na nutricdo e imunidade do hosped€wmnsiderando os
avancos de estudos com mamiferos, pouco € conhexide o
estabelecimento, diversidade e funcdo das comussdaalcterianas em
peixes (NAYAK, 2010).

A composicao de sua microbiota estad relacionada @agua,
dieta e ambiente de criacdo, como observado paoRinhal. (2006b)
em bacalhauGadus morhup quando alimentado com fontes protéicas
vegetal ou animal. A carga bacteriana total doggseé baixa quando
comparada a animais endotérmicos, e varia com de,jdautricdo e
ambiente (GOMEZ e BALCAZAR, 2008).

A microbiota intestinal pode contribuir com a digese absorcao
de nutrientes, produzindo vitaminas, aminoacidasdo& graxos e
enzimas digestivas (SUGITAet al, 1990; CLEMENTS, 1997,
SKRODENYTE-ARBAEIAUSKIENE et al, 2006). Apos deteccdo da
producdo exdgena de enzimas digestivas no trastinél de diferentes
espécies de teledsteos, Bairagial. (2002) sugerem o isolamento de
cepas bacterianas produtoras no desenvolvimentgrdeioticos e
formulacdo de racBes para aquicultura. Neste messtodo, foi
observada significante populacdo de bactérias hticiés no trato dos
peixes avaliados, resultado relevante considergugoo amido é um
importante nutriente na alimentac&o de peixes da dgce, como carpa
e tilapia (TAKEUCHI, 1991).

Carboidrato na nutricdo de peixes

No ambiente natural aquatico, onde fontes de cdwo séo
relativamente escassas, 0s sistemas digestoridabdlieo dos peixes
se adaptaram para utilizar proteina e lipidio cdiomte energética
(WALTON e COWEY, 1982). Entretanto, algumas esp@cle peixe
utilizam o carboidrato contido no alimento maisieintemente do que
outras. Esta é uma caracteristica que diferenomIs&bitos alimentares:
em geral, as espécies onivoras e herbivoras waiilimaclhor o
carboidrato que aquelas carnivoras (HEMRE al, 1993, 1995;
JANTRAROTAI et al, 1998). Entre espécies tropicais e de aguas
temperadas também ha diferenca na utilizacdo deidaatos, sendo as
primeiras mais eficientes (WILSON, 1994). De acacdm Krogdahkt
al. (2005), as diferencas na capacidade de utilizdgamrboidrato entre
as espécies de peixes sao reflexos da diversiced@naica e funcional
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do trato digestério e 6rgdos associados. As fungigEstorias capazes
de hidrolisar uma maior variedade de itens alimestacontendo

carboidratos sédo mais desenvolvidas em peixesvioeosi e onivoros,

guando comparadas com 0s carnivoros.

Peixes carnivoros apresentam intestino relativaenentto, e
conseqlentemente, menor atividadeadamilase que peixes onivoros
(RUST, 2002). Um curto tempo de transito intestinestringe a
capacidade de hidrélise enzimética, causando limitdigestdo e
absorgdo dos carboidratos complexos (HERO&Dal, 1995). A
capacidade de peixes onivoros na utilizacdo deresmimoncentracdes
de carboidrato na dieta se deve a maior atividedamdilase no trato
digestdrio (HIDALGO et al, 1999), bem como ao maior nimero e
afinidade de receptores de insulina (PARRIZASL, 1994a,b).

A atividade da amilase no trato digestério foi cedaada a
composicao da dieta, principalmente quanto a iAdue carboidratos:
a medida que esta aumenta, ocorre aumento daaativida amilase.
Este padrdo de resposta foi encontrado para viéaliedsteos, como o
carnivoro pintadd®seudoplatystoma coruscafisUNDSTEDT et al,
2004), larvas de robalo europddicentrarchus labrax(CAHU &
ZAMBONINO-INFANTE, 1994; PERESet al, 1996), pos-larvas de
linguado Solea senegalensiRIBEIRO et al, 2002) e juvenis do
onivoro jundia (MELO, 2004).

Microbiota intestinal de peixes

Estudos comprovam a colonizacéo do trato digestfgipeixes
por um grande nimero de bactérias heterotr6ficR&JQT et al, 1979;
CAHILL, 1990; SAKATA, 1990; SUGITAet al, 1997; HANSEN e
OLAFSEN, 1999). Bactérias Gram negativas parecemirtiy o
intestino de peixes, contudo a presenca de Graitivagstambém é
comum, incluindo diferentes espécies de acido dati(RINGO e
GATESOUPE, 1998). Em geraheromonasspp.,Pseudomonaspp. e
espécies d€lavobacterium/Cytophagsdo organismos mais frequientes
no trato de peixes de agua doce, enquanto nodeafeixes marinhos,
Vibrio, Acinetobactere Enterobacteriaceaeprevalecem (RINGO e
BIRKBECK, 1999).

A microbiota intestinal dos peixes é influenciadelapdieta,
sendo especifica e composta por bactérias aerobiagerobias
facultativas e obrigatérias (RING®@t al, 1995; 2006a; RINGO e
OLSEN, 1999). E altamente dependente da colonizdugiteriana
durante os estadios iniciais de desenvolvimentpeixe, variando com
as condigbes as quais esta submetido (OLAFSEN,; 2RINGO e
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BIRKBECK, 1999; RINGOet al, 2006b). No trato intestinal de peixes
de agua doce, Hagit al. (2004) descreveram alteracdes sazonais na
comunidade de bactérias &cido laticas; Lésel engni (1981)
demonstraram a influéncia da temperatura na mictalbacteriana de
truta arco-iris.

Pelo efeito simbiotico da microbiota no hospededranportante
conhecer a influéncia dos promotores de crescimelat@amente
utilizados na aquicultura no controle de enfermesa(McPHEARSON
et al, 1991). Heet al. (2010), utilizando técnicas de quantificacdo e
identificagdo moleculares, demonstraram que a Hict® intestinal
autoctone de tilapia hibrid®( niloticusx O. aureu$ € modulada pela
administracdo de antibioticos. Observou-se reduddodiversidade
bacteriana, bem como da intensidade de alguns grdedactérias a
niveis ndo detectaveis.

Sao relatadas importantes fungdes da microbiotapeires,
afetando nutricdo e a saude do hospedeiro (BERR, 2005). O trato
gastrointestinal € uma das principais vias de g&fecem peixes
(RINGO et al, 2007) e sua anatomia afeta diretamente sua ddauen
microbioldgica (HEIKKINEN et al, 2006). De acordo com revisdo
realizada por Ringeet al (2010), probidticos inibem os efeitos de
bactérias patogénicas pela producdo de compostieribaas e por
competir com patdégenos para aderéncia no epit@gstinal. Também
regulam respostas imunes e favorecem a homeos@sepitélio
intestinal, via promoc¢do da sobrevivéncia celularrespostas de
protecdo. Entretanto, ainda se desconhece como aduar
desenvolvimento do trato gastrointestinal duranterescimento do
peixe esta associado as infeccbes e se existe driopdiferenciado
entre as espeécies.

Segundo Heikkinenet al (2006), geralmente o numero de
bactérias totais presentes é maior qué WFFC ¢' (Unidades
Formadoras de Col6nia por grama) (RINGO e OLSEMN91L@ muitos
géneros tipicos de animais endotérmicos comifidobacterig
Bacteroides Eubacterium (ISOLAURI et al, 2004) sdo raros ou
ausentes. Bactérias acido-laticas sdo comuns, masi@nor nimero
(RINGO et al, 2000), enquant®®seudomonasAeromonase Vibrio
estdo frequentemente presentes (SUGIEA al, 1996; RINGO e
OLSEN, 1999; HUBERet al, 2004).

Microbiota e nutricdo
Estudos com animais terrestres, inclusive humatéos,focado
na regulacdo da microbiota intestinal a fim de edngfeitos favoraveis
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para o organismo hospedeiro, como aumento do oresto, digestdo,
imunidade e resisténcia a doencas (BURRL, 2005).

Nutricionalmente, a microbiota pode estar associadama
maior eficiéncia na digestéo do alimento ingeridar@smo a sintese de
nutrientes como vitaminas (RINGO e BIRKBECK, 1999).

Segundo Clements (1997), bactérias anaerdbias podetmibuir
com a nutricdo de peixes através da suplementagéicidos graxos
volateis. Ainda, de acordo com Nayak (2010), aesitde diferentes
vitaminas e aminodcidos por bactérias gastroimigsti aerdbias,
anaerObias e aerdbias facultativas € relatada éxespeomo carpa
comum Cyprinus carpid, bagre do canaldtalurus punctatuse tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus Em garoupa HEpinephelus
malabaricug, Lin et al (2010) demonstraram a producdo de
cianocobalamina por bactérias colonizadoras dam thatestinal em
guantidades suficientes para suprir a exigéncisgacie.

Em ensaio alimentar realizado por Ringb al (2008) com
salmdo do AtlanticoSalmo salay foi demonstrada a sensibilidade da
composicdo da microbiota autéctone e al6ctone paEtaracdes
dietéticas. Os peixes foram alimentados por 28 diasn dietas
suplementadas com celulose ou polissacarideosmi#ceaos de soja.
As bactérias heterotréficas presentes no intestrem estudadas por
meio de técnicas bacteriologicas tradicionais, serd populagéo
residente observada através de microscopia eletrdiei transmissao.

Apés avaliar o efeito do farelo de soja no desetmpen
histopatologia e microbiota intestinal de trutaoairts, Heikkinenet al.
(2006) sugerem o uso de preparacdes bacteriarladasocapazes de
colonizar o trato para ajustar 0s peixes a novgeedientes, como a
soja. Seria uma nova aplicacdo probidtica, ja queliservada resposta
da dieta na populacdo bacteriana. Mais estudosgpacenpreensdo da
composicdo da microbiota cultivAvel e ndo cultivddevem ser
realizados a fim de averiguar os mecanismos deagfie e até onde
estes refletem a adaptacdo da microbiota a diegaiietas. Os peixes,
porém, apresentam grande variacdo individual naposipao da
microbiota ou entre tanques, mesmo sob mesmosniatas, 0 que
evidencia a dificuldade em generalizar a diversdae populagbes das
amostras.

Enzimas bacterianas

Autores concordam que a estrutura intestinal doepdornece
condicbes ecologicas favoraveis para diversos grugm microbiota.
Bactérias intestinais residentes, que poderiamirsportantes para a
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digestdo, podem produzir enzimas extracelulares guxiliam o
processo de decomposicdo alimentar (MINAMYt al, 1972;
STICKNEY e SHUMWAY, 1974; LESELet al, 1986; KONOet al,
1987; RIMER e WIEBE, 1987; CAHILL, 1990; SUGITét al, 1997).
Neste caso, tais bactérias tém atividade enzimattacionada ao
substrato degradado.

A microbiota bacteriana do trato gastrointestina peixes
representa um importante e diversificado potermiimatico, o qual
pode interferir consideravelmente em grande pastendtabolismo do
animal hospedeiro. Apesar da disponibilidade derimécéo sobre a
microbiota intestinal de organismos endotérmicesn ltomo sobre sua
func&o no processo digestorio, pouco se tem comieatd a respeito da
populacdo bacteriana no trato gastrointestinal deoté@micos
(BAIRAGI et al, 2002). Portanto, séo limitados os estudos dolntes
microbianas de enzimas digestivas no trato digestiér peixes. Alguns
trabalhos, contudo, citam a produgcédo microbianaealelase no trato
gastrointestinal destes animais (STICKNEY e SHUMWAY974;
PREJS e BLASZCYK, 1977; LINDSAY e HARRIS, 1980; LEIS et
al., 1986; DAS e TRIPATHI, 1991; SAHA e RAY, 1998).

Alguns estudos relatam o isolamento de cepas dérfzeccom
atividade enzimética para celulose e amido a pddirintestino de
teledsteos de adgua doce (BAIRAEM al, 2002; SAHAet al, 2006).
Sugitaet al (1997), investigando a microbiota intestinal dpéxies
comerciais de peixes de &agua doce, isolaram cejpaterianas
responsaveis pela producdo de altas concentragdeamilase no
intestino, o que demonstra a importancia da enzinoaluzida pela
microbiota na digestdo de amido para os peixes.

Skrodenyté-Arbaciauskiené (2007) quantificou cepasm
atividade proteolitica e amilolitica nas porcSegeaor, média e
posterior do trato intestinal, demonstrando maicmgagens na porgao
média do ciprinidedutilus rutilus As maiores producdes enzimaticas
foram obtidas por cepas pertencentes ao géAeromonas cujas
espécies bacterianas sdo também as mais comusaattas em peixes
de agua doce. Os resultados encontrados confirmaravamente, a
importancia da producdo extracelular de enzimas bactérias
intestinais na digestdo dos principais ingrediedeedietas formuladas.

Técnicas moleculares x técnicas tradicionais

Tradicionalmente, técnicas bacteriolégicas conwas sao
utilizadas no estudo da microbiota intestinal deéxgse incluindo
crescimento em meios seletivos e nao seletivoslanmmto e
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caracterizacao fenotipica. Contudo, métodos maleesilbaseados em
PCR e sequenciamento do rDNA 16S estdo sendo alanais
aplicados no campo da ecologia microbiana (HOV&Aal, 2007).
Segundo Ponctt al. (2006), estas técnicas permitem a avaliacdo de
comunidades complexas e a determinacdo de popsldgdeinantes a
partir de produtos amplificados de DNA.

Segundo Muyzeet al. (1993), técnicas bioldgicas moleculares
permitem novas abordagens para a analise da eatratoomposicao de
espécies em comunidades microbianas. A variacasegééncia de
rRNA pode ser explorada para inferir relacbes &lugticas entre
microorganismos (WOESE, 1987) e desenvolvimentopd®as de
nucleotideos para a detec¢do da taxa individualoimimna em habitat
natural (AMANN et al, 1992; GIOVANNONIet al, 1990). Da mesma
forma, também podem ser aplicadas para a deteraarde; diversidade
de comunidades microbianas e identificacdo de sdmicroorganismos
nao cultivaveis (GIOVANNONEt al, 1990; WARDet al, 1990).

Com a extragcdo de DNA de um grupo bacteriano, pgede-
identificar a diversidade genética das populacdemimhntes por
“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis” (DGGE)UVZER et al,
1993). O procedimento é baseado na eletrofores&adenentos de
rDNA 16S amplificados por cadeia de reacéo polise®CR) em gel
de poliacrilamida contendo concentracdo linear cente de
desnaturantes. Pela mobilidade eletroforéticaraggrientos, de mesmo
tamanho, mas com pares de bases distintos, podenseparados
efetivamente pela DGGE, ja que a variagdo na seiéas fragmentos
interrompe a migracdo em diferentes posi¢cdes ngLg#ERMAN et al,
1984).

Em salmdo do Atlantico, Hovdeat al (2007) averiguaram
bactérias presentes no intestino anterior, médiosterior através do
amplificacdo da regido V3 do rDNA 16S. AplOs sep@waglos
fragmentos de DNA em gel por diferenciacédo do aaidee distribuicdo
de bases GC, seguidas de identificacdo por segumeecio do DNA
bacteriano das bandas, a microbiota foi descreéads observados
diferentes perfis antes e apés o cultivo em placas.

Yang et al. (2007) aplicaram a técnica para comparar a
comunidade bacteriana do intestino e outros érdadsaiacu Takifugu
obscurs) alimentado com dieta natural ou artificial. Apddracdo e
amplificacdo do DNA dos tecidos, DGGE foi conduzidafim de
separar os produtos do PCR. As bandas do gel, segendo a
diversidade bacteriana, foram selecionadas par@iese@mmento e
identificacdo. As espécies intestinais diferirans diemais, estando
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presentes provavelmente em fungcdo do ambiente ieguétdieta. As
comunidades variaram entre peixes alimentados deta drtificial e
natural, corroborando o observado em abaldfaidtis discushannai

por Tanakaet al. (2004). Os autores encontraram maior diversidade
bacteriana nos intestinos de individuos alimentados dieta artificial
que com alga marinha.

Merrifield et al. (2009) investigaram, no trato intestinal de truta
arco-iris Oncorhynchus mykiysa populacdo bacteriana residente e nao
residente utilizando métodos tradicionais e mok®g. Foram
analisadas digesta e mucosa intestinal, a qualsemic maior
contagem bacteriana. Bactérias do grupo dseudomonase
Enterobacteriaceas constituiram cerca de 80% dalgigm aloctone e
60% da autdctone. Resultados da DGGE indicarameaepca de
comunidades complexas em toda superficie intestmiakmo sendo
distintas, por apresentarem bandas diferentespadgrdess autdctone
e al6ctone foram similares em 70%.

De acordo com Pondt al. (2006), estudos com truta arco-iris
contavam mais com as técnicas bacteriolégicas paisblamento e
posterior caracterizacdo de espécies bacterianaésn Aisso, em se
tratando da microbiota intestinal de peixes, a naiaestes se
concentrou na populacdo al6ctone e poucos consgeras bactérias
aderidas ao epitélio intestinal. Embora o conteimtestinal é de
interesse geral para a analise da interacdo dersaptos alimentares,
imunidade e microbiota do hospedeiro, a superficieepitélio € mais
relevante. Uma vez conhecendo-se a microbiota mtécda espécie
estudada, os autores sugerem posterior aplicac&ondgoramento da
microbiota intestinal apds o uso de dietas contgrébiotico. Apesar
da variacdo da microbiota em funcéo de diferentdsientes de cultivo
dificultar a avaliacdo da administracdo de proba&ina melhora da
salde do hospedeiro, pode ser possivel o desemearito de primers
especificos para a bactéria cujo crescimento € griolm por certos
compostos prebidticos (PONE al, 2006).

O jundia e a tilapia

O jundid Rhamdia queléenalimenta-se de peixes, crustaceos,
insetos, restos vegetais e detritos organicos, dam preferéncia por
peixes (MEURER e ZANIBONI FILHO, 1997). Os organasn
encontrados no conteddo estomacal do jundia naorestdtos ao
habitat bentdnico, indicando que a espécie € gistaraom relagcédo a
escolha de alimento (GUEDES, 1980). O jundia aptasexcelentes
caracteristicas zootécnicas. Segundo Fracadbssi (2002) e Salhet
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al. (2004), a espécie apresenta resisténcia ao maalégs, taxas de
crescimento mesmo durante as baixas temperatuiagsetao na regiao
sul do Brasil, Argentina e Uruguai, facil reprodogdm cativeiro, boa
eficiéncia na conversdo de alimento, além de cami®rosa e sem
espinhos intramusculares. Em fun¢édo do crescetdeegse na criacao
comercial da espécie (MEYER e FRACALOSSI, 2005)0mero de

trabalhos realizados pertinentes a nutricdo do igurRdimentou nos
ultimos anos.

O efeito dos teores de proteina e energia da deae seu
desenvolvimento foi estudado por Machastoal. (2002), Salhiet al.
(2004) e Meyer e Fracalossi (2004). Melbal. (2002) verificaram o
efeito de dietas com diferentes fontes de lipidiodesenvolvimento
corporal de alevinos. Ja Coldebella e Radiinz N2262) compararam
diferentes fontes protéicas (levedura de candofae soja e farinha de
carne e 0ssos) na alimentacdo de alevinos, enqqaethazzarit al.
(2006), compararam as combinacdes de fontes pastéfiarelo de soja,
levedura, farinha de carne e ossos e farinha de)ei

A exigéncia de aminoéacidos foi estimada por MeyErazalossi
(2005), baseada na composicdo aminoacidica dootenigscular de
jundia, e por Montes-Girao e Fracalossi (2006)a miterminacao da
exigéncia de lisina e aplicac@o do conceito deefmatideal, a partir da
composicdo corporal em aminoacidos. Oliveira FikoFracalossi
(2006), ao quantificar a digestibilidade de diféesningredientes para
juvenis de jundia, relataram que este digere méicertemente
ingredientes protéicos que energéticos, de moddlasim peixes
carnivoros. Os autores concluiram que a espédielagit tem habito
alimentar onivoro, com tendéncia a carnivoria. Apmdgerimento
realizado com alevinos de jundia alimentados cogtadi contendo
diferentes propor¢des de carboidrato (na formaaddrida) e lipidio,
Moro et al (2010) recomendaram a inclusdo de 16% e 6,5%,
respectivamente, na dieta, sugerindo que a espdiis]a de forma
limitada o carboidrato dietético, similar ao queorgece com uma
espécie carnivora.

Portanto, o jundid parece usar o carboidrato da dem menor
eficiéncia que outros onivoros. Além disso, a egpé@presenta
morfologia gastrointestinal proxima a uma espécenigora, com
intestino curto, embora escolha itens alimentasgmdos em sua dieta
natural. Ja a tilapia, um onivoro tipico, apresanttstino longo e tolera
maiores teores de carboidrato na dieta.

Depois das carpas e salmonideos, as tilapias &&oeiro grupo
de peixes mais cultivados no mundo (FAO, 2002).tieeas varias
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espécies, destaca-se a tilapia nilética que em gfjf@sentou cerca de
82% da producdo mundial (FAO, 2002). Apresentandamasb
caracteristicas de cultivo, toleram grande ammittémica, variacdes
nas taxas de oxigénio dissolvido, salinidade, pknisidade luminosa e
fotoperiodo (MUIRet al, 2000).

De hébito alimentar onivoro, tem preferéncia pamstvegetais e
detritos, cuja digestao é favorecida pelo baixogstbmacal e elevado
comprimento intestinal, através da hidrélise aadacelulose e maior
periodo de retencdo da digesta (RUST, 2002; LEENWEBRS et al,
2008). Além disso, a ampla distribuicao de enzidigsstivas ao longo
do intestino permite a assimilacdo de grande vadedde itens
alimentares (TENGJAROENKUEt al, 2000).

Anatomicamente e histologicamente simples compareoio
mamiferos, o intestino de tilapia se parece comeoodtros peixes
taxonomicamente relacionados, sem regides altandéfietenciadas ou
tipos de células (MURRAYet al, 1996; GARGIULOet al, 1998).
Devido a auséncia de glandulas multicelulares, coosmamiferos, a
origem de enzimas digestivas no intestino de peifesé tdo evidente
(PATT e PATT, 1969). Contudo, aspectos histologicodicam a
funcéo absortiva do intestino (GARGIULED al,, 1998).

A absorcéo é favorecida pelo amplo comprimentcsiimtal, bem
como pelo aumento da superficie epitelial propo@im pelas
vilosidades. Sendo proje¢cfes da mucosa, favorecamstra entre
alimento, sucos hepético e pancreatico, e mucetselr pelas células
caliciformes (GRAUet al, 1992).

A porcéo distal intestinal € morfologicamente simé proximal,
apresentando vilosidades mais curtas e menos cade$
(GAUGIULO, 1998). A espessura do tecido musculaa mesma do
intestino proximal, diferentemente de outras eg®@omo a dos
bagres, que apresentam a regido posterior notantEmeis musculosa
que a anterior (GRAL8t al, 1992). O desenvolvimento da musculatura
retal estd relacionado ao conteddo mineral dieté{CACECI e
HRUBEC, 1990). As células epiteliais contém vesisubcalizadas na
regido supra nuclear, que sdo esvaziadas apoésngdigde, como
observado em estudo realizado com bagres (GAUTHIERANDIS,
1972).

Segundo Gargiulaet al. (1998), aspectos estruturais da tilapia
indicam a especializagdo de regifes intestinais diierentemente de
outras espécies teledsteas, o intestino proximammgortante para
degradacdo de proteinas, apresentando maior akivigdnocitica,
enquanto o segmento distal estd mais relacionado &oabsorcdo
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lipolitica, devido a presenca de vacuolos citopkt&ns nas células
desta regiéo.

Enzimas digestivas estdo entre os fatores maisrienges que
determinam capacidade digestéria e, portanto,éefica alimentar em
peixes (LEMIEUXet al, 1999). Garcia-Galleget al. (1995) sugerem a
possibilidade da tilapia compensar a reducéo dastAg de alimento
pelo aumento da capacidade de hidrélise da andléipase.

Jun-shenget al. (2006) demonstraram que a atividade enzimatica
reduz gradualmente a medida que o quimo percotrato intestinal,
provavelmente devido & degradacdo das enzimas rpeones do
pancreas.

Avaliando atividade enzimatica intestinal de espgae peixes
com diferentes habitos alimentares, Harpaz e U999}, observaram
perfis digestivos variados. Melhores taxas deé&fida alimentar podem
ser obtidas a partir do equilibrio entre a capat@denzimatica de cada
espécie e niveis de dissacarideos dietéticos, mrelaese, por exemplo,
seu excesso em dietas para carnivoros.

Em geral, peixes apresentam baixo aproveitamento de
carboidratos na dieta (SHIAU, 1997). Diferente®digle carboidrato
séo utilizados de forma distinta, havendo alguttséa associados a sua
utilizacdo em peixes tropicais. Sabe-se que estaldenciada pela
frequéncia alimentar, ja que altera a atividade cdeboidrases. A
absorcéo intestinal de carboidratos é reduzidadpaietas séo ricas
em fibras, independente da fonte. A capacidadetitizagdo também
depende do tamanho ou idade do peixe. Em tilapiaxigéncia
nutricional de niacina parece variar em fungéoatdef de carboidrato
na dieta. Por outro lado, a inclusdo de carboidratmmplexos pode
economizar proteina, quando o nivel desta é baixadieta (SHIAU,
1997).

JUSTIFICATIVA

Dependendo da espécie cultivada, carboidratos poestar
largamente presentes nas dietas formuladas parespédutilizados
como fonte energética, sdo bastante disponiveipresentam baixo
custo, mas podem ser incluidos na dieta em niwdimaadaqueles
metabolizados eficientemente pelos peixes (HEM&Eal, 2002).
Apesar do desenvolvimento de estudos que indiguenveolvimento de
bactérias gastrointestinais com fungfes nutricgnaiais énfase em
pesquisa se faz necessaria para o estabelecimerdoadaplicacdo na
nutricdo de peixes (NAYAK, 2010).
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Neste sentido, conhecer a relagdo entre as forteartboidrato
utilizadas na dieta e a microbiota bacteriana al tintestinal de peixes
é essencial. Tais estudos podem contribuir com rapmensdo da
fisiologia da nutricdo das espécies em relacdo ibzagbo de
carboidratos e, consequentemente, auxiliar na fagéao e
industrializacédo de dietas destinadas a criacad@cnah das mesmas.

OBJETIVO GERAL

Estudar a populagéo bacteriana do trato intedim@india R.
quelen e tilapia Q. niloticug alimentados com diferentes fontes de
carboidrato na dieta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, no trato intestinal de jundia e tilapiadsstribuicdo de
bactérias totais e capazes de degradar amidopse]udroteina, lipideo,
através da utilizacdo de meios de cultura seletivos

Identificar a porcéo intestinal que apresenta megrtagem de
bactérias amiloliticas para cada espécie;

Estimar a populacdo bacteriana intestinal de umepenivoro
com tendéncia a carnivoria, de intestino curto, r@kacdo a outro
tipicamente onivoro, com intestino longo, apés atitagdo com dietas
semi-purificadas com diferentes fontes de carbtwd(anilho, trigo,
fécula de mandioca, quirera de arroz e dextrina).

O artigo cientifico que se segue foi redigido comi® as normas
para submisséo no periddico Journal of Fish Biol@yALIS A2).
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Microbiota de jundid Rhamdia quelen e tilapia Oreochromis
niloticus e carboidrato dietético
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RESUMO

A populagdo bacteriana do trato intestinal de jafhamdia quelerm
tilpia Oreochromis niloticugoi comparada. H& bactérias na microbiota
intestinal de tilapia e jundi4 capazes de digesrnmacro nutrientes
(proteina, lipidios e carboidratos) presentes netas] estando, em
geral, em maiores nimeros na tildpia. A distribmigde grupos
bacterianos variou ao longo do trato intestinatdsediferente entre as
espécies estudadas. O jundia apresentou maioireeggo de bactérias
proteoliticas e lipoliticas na porcdo posteriord®rtambém ambas
espécies tinham mais bactérias amiloliticas. D&staa, pode haver
maior degradacdo de amido por enzimas exdgenaerpesyes da
microbiota na porgdo final do intestino, 0 que aot@ea a
disponibilidade do nutriente para o hospedeiro. famnou-se também a
microbiota intestinal entre as duas espécies, apadministracdo de
dietas contendo milho, trigo, mandioca, arroz omtrdea. Os jundias
alimentados com dieta contendo arroz apresentataor kontagem de
bactérias totais. Por outro lado, quando mandiocanitho foi utilizado
como fonte de carboidrato, a populacdo de bactéamaifoliticas foi
mais alta em tilapia. A microbiota bacteriana pnésena parede
intestinal dos peixes foi sensivel a dieta admmdst, que alterou sua
composicdo. Foi detectada bactéria do filo Fusebactem jundias
alimentados com dietas contendo arroz, e conteraiwlioca, dextrina,
arroz e milho para tilapia. Foi evidenciada difeieagdo da microbiota
de jundii e tilapia, ja que foram observadas apearagprimeiro,
bactérias do grupo das Spirochaetales, comuns ratsmnentos com
milho, mandioca e dextrina. Estudos adicionais sécessarios para
melhor compreensdo da microbiota intestinal na siige de
carboidratos em peixes, associando-se técnicas erlmdd@tiicas
convencionais com moleculares.

INTRODUCAO

A microbiota intestinal dos peixes é influenciadelapdieta,
sendo especifica e composta por bactérias aerObiagerobias
facultativas e obrigatérias (Ringst al, 1995; 2006a; Ringo & Olsen,
1999). E altamente dependente da colonizacdo Eawedurante os
estadios iniciais de desenvolvimento do peixe, aveld com as
condi¢bes as quais estd submetido (Olafsen, 20@gpR: Birkbeck,
1999; Ringcet al, 2006b).
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Segundo Clements (1997), bactérias anaerdbias podetmibuir
com a nutricdo de peixes suplementando com a sid&eacidos graxos
volateis. Ainda, de acordo com Nayak (2010), aesitde diferentes
vitaminas e aminodcidos por bactérias gastroimi@sti aerébias,
anaerdbias e aerbbias facultativas é relatada eéxespeomo carpa
comum Cyprinus carpioL. 1758, bagre de can&étalurus punctatus
(Rafinesque 1818) e tilapia do Ni@reochromis niloticud.. 1758. Em
garoupaEpinephelus malabaricu@lock & Schneider 1801), Liet al
(2010) demonstraram a producdo de cianocobalamimabgactérias
colonizadoras do trato intestinal em quantidadésientes para suprir a
exigéncia da espécie.

Tradicionalmente, técnicas bacteriolégicas conwmas séo
utilizadas no estudo da microbiota intestinal dexgse incluindo
crescimento em meios seletivos e nao seletivoslanmmto e
caracterizacdo fenotipica. Contudo, métodos maleesiibaseados em
PCR e sequenciamento do rDNA 16S s&o cada vezapht®dos no
campo da ecologia microbiana (Hoved al, 2007), permitindo a
avaliacdo de comunidades complexas e determinagdpopulacbes
dominantes (Ponet al, 2006).

Em ensaio alimentar realizado por Ringb al (2008) com
salmdo do AtlanticoSalmo salarL. 1758, por meio de técnicas
moleculares, foi demonstrada a sensibilidade da posigdo da
microbiota autdctone e aléctone para alteracOdétitias.

Em geral, peixes apresentam baixo aproveitamentard®idrato
na dieta. Diferentes tipos de carboidrato sdazatiibs de forma distinta
(Shiau, 1997). Enzimas digestivas estdo entre deref mais
importantes que determinam a capacidade digestoga
consequentemente, a eficiéncia alimentar em pdixesieux et al.,
1999).

A microbiota bacteriana do trato gastrointestina peixes
representa um importante e diversificado potermi@imatico, o qual
pode interferir consideravelmente em grande pastendtabolismo do
animal hospedeiro (Bairagt al, 2002). Bactérias intestinais residentes,
que poderiam ser importantes para a digestado, ppdeduzir enzimas
extracelulares que auxiliam o processo de decoggmsalimentar
(Minami et al, 1972; Stickney & Shumway, 1974; Lestlal, 1986;
Kono et al, 1987; Rimer & Wiebe, 1987; Cahill, 1990; Sugitaal,
1997). Neste caso, tais bactérias tém atividadendtiza relacionada ao
substrato degradado.

O jundidRhamdia queleriQuoy & Gaimard 1824) parece usar 0
carboidrato da dieta com menor eficiéncia que suwaivoros. A
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espécie apresenta morfologia gastrointestinal préaxa uma espécie
carnivora, com intestino curto, embora escolhasitaimentares
variados em sua dieta natural (Moeb al, 2010). Ja a tildpia, um
onivoro tipico, tolera maiores teores de fontesetag na dieta
(Leenhouwerst al, 2008). A absor¢éo é favorecida pelo comprimento
intestinal, bem como pelo aumento da superficiekgdi proporcionado
pelas vilosidades. Proje¢cdes da mucosa, elas f@mora mistura entre
alimento, sucos hepético e pancreatico, e mucetselr pelas células
caliciformes (Grawet al, 1992).

Utilizados como fonte energética, os carboidraf@s lsastante
disponiveis para a producdo de racdes para espageEolas e
apresentam baixo custo, mas podem ser incluidodieta em niveis
acima daqueles metabolizados eficientemente patoep (Hemreet
al., 2002). Apesar do desenvolvimento de estudos gd&uem o
envolvimento de bactérias gastrointestinais congdas nutricionais,
mais énfase em pesquisa se faz necesséria pasbelesimento de sua
importancia para a nutricdo de peixes (Nayak, 2046%te contexto, 0
presente estudo objetivou estudar a populacéo rtzarde do trato
intestinal de jundia e tilapia; e comparar as @sgéquanto a populagéo
de bactérias amiloliticas intestinais e bactér@aid, avaliando-se o
efeito de diferentes fontes de carboidrato na dieta

MATERIAIS E METODOS

O ensaio alimentar foi realizado no LaboratérioBielogia e
Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD), enquanto amsilises
bacteriolégicas foram realizadas no setor de Miotogia do
Laboratério de Camarbes Marinhos (LCM). As analdesomposicao
proximal das dietas foram conduzidas no LaboratdgoNutricdo de
Organismos Aquaticos (LABNUTRI). Estes laboratériosstao
vinculados ao Departamento de Aquicultura, Centm Ciéncias
Agrérias, Universidade Federal de Santa Cataris(@). J& a extracéo
de DNA foi efetuada no Laboratério de Biomarcadorde
Contaminacdo Aquética e Imunoquimica (LABCAI), Degaento de
Bioquimica, Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFSQuamto as analises
moleculares, no Laboratério de Microbiologia da \énsidade de
Plymouth (UoP), Reino Unido.

Peixes e condi¢cdes experimentais
Os jundiés e tilapias foram provenientes da Pificiau Panama
em Paulo Lopes-SC Létitude: -27°57'38.93"S e Longitude: -
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48°45'27.90"Q e Fundacdo Municipal 25 de Julho em Joinville-SC
(Latitude: -26°18'99.48" e Longitude: -48°92'00)59&spectivamente.

Realizaram-se dois ensaios: no primeiro, foram eoagas as
contagens de bactérias totais, amiloliticas, chiigas, lipoliticas e
proteoliticas nas por¢des anterior, média e postdad trato intestinal de
jundia e tilapia; no segundo, foram comparada®atagens bacterianas
entre as espécies de peixes, bem como entre dderdantes de
carboidrato (milho, trigo, fécula de mandioca, erar de arroz e
dextrina).

No primeiro ensaio, jundias (58,0 g) e tilapias (41;30,0 g)
foram mantidos em tanques cilindrico-cénicos deafitle vidro de 200
L acoplados a um sistema fechado de recirculac&agda a 28°C. A
biomassa por tanque foi mantida em torno de 2,& paundia e 3,0 kg
para a tilapia. Os peixes foram alimentados contadmmercial
extrusada (42% de proteina bruta; Supra Alisul Alitos S/A, Itajal,
SC, Brasil) duas vezes por dia, até a saciedadeerapa As
concentracdes de amonia total, nitrito e pH foraomitoradas a cada
trés dias, enquanto que o oxigénio dissolvido engperatura da agua,
diariamente, utilizando-se oximetro e termbmetgitali. O fotoperiodo
foi mantido em 14 h. Aménia total e nitrito foramomitorados de
acordo com a metodologia descrita por Boyd & Tucid92) e a
amonia nao ionizada calculada de acordo com Riper (1982). Apds
15 dias de aclimatagéo, cinco peixes de cada esfmdaim submetidos a
jejum por 24 h e sacrificados por aprofundamentessasico
(benzocaina 50 mg/L). As porcdes anterior, médiposterior do
intestino dos peixes foram amostradas para observarescimento
bacterioldgico em cinco diferentes meios de cultura

No segundo ensaio, as dietas experimentais, cantdiferentes
fontes de carboidrato, foram fornecidas duas vppedlia aos jundias
(92,32+24,94 g) e tilapias (100,60+37,65 g) a uaxa e 30 g Kye 35
g kg* do peso vivo, respectivamente. Os animais foramtides a 28°C
em tanques cilindrico-cénicos de 200 L, com bioma&sa torno de 2,5
e 3,0 kg, respectivamente, constituindo uma unidagerimental. A
dieta basal (controle, Tabela |I) era composta dgedientes semi-
purificados e foi formulada para conter 34% de girat bruta e 3650
kcal’lkg de energia metabolizavel estimada, atermleasl exigéncias
protéicas e energéticas do jundia (Meyer & Fracgld04). A fibra
alimentar das dietas experimentais foi estimadartrglo contedo em
fibra alimentar dos ingredientes, obtido pelo métoenzimatico
gravimétrico 985.29 da AOAC (1999). A quantidadefidea alimentar
da celulose foi equivalente ao nivel de inclusaoalelose na dieta.
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A concentragdo dos demais nutrientes foi calcutada base nas
exigéncias do bagre americano. As demais dietasriexgntais
constiam de 30% de diferentes fontes de amidohanitigo, fécula de
mandioca ou quirera de arroz - e 70% da dieta bésafontes de
carboidrato, com excessdo da dextrina, foram esleshpor serem
ingredientes rotineiramente utilizados em dietawarciais. As dietas
experimentais foram elaboradas misturando-se aedi@ntes secos e
posteriormente o O6leo e a agua. As misturas forahatipadas num
moedor de carne, produzindo péletes com diamet&® rden. As dietas
foram secas em estufa a 50°C por 6 h, acondicishata sacos
plasticos e armazenadas a -20°C até sua utilizacao.

Apo6s aclimatacdo as condigbes experimentais podi&s, a
porcéo posterior dos intestinos foi amostradaug apresentou a maior
contagem total de Unidades Formadoras de Coléuia€) no meio de
cultura seletivo para bactérias amiloliticas noaensanterior. Foram
amostrados intestinos de trés animais por tanquazenalmente,
durante 45 dias. Depois de jejum de 24 h, os peiras sacrificados
com benzocaina (50 mg/L) e seus intestinos colstado porcéo
intestinal amostrada foi semeada nos meios deraufiara bactérias
totais e amiloliticas. Foram comparadas as consagbtidas entre as
espécies de peixes avaliadas, bem como entre &s fda carboidrato
nas diferentes dietas.

Durante o primeiro e segundo ensaio, os paramegagialidade
de 4gua mantiveram-se em 6,74; 7,11 rﬁg28,21°C e inferior a 0,25
mg L', respectivamente, para pH, oxigénio dissolvidmpteratura e
amonia total.

Avaliacao bacterioldgica do trato intestinal

No primeiro ensaio, seguindo metodologia utilizada Bairagi
et al (2002), o trato intestinal dos peixes foi retoael dividido nas
por¢cdes anterior, média e posterior. Cada porcdomiacerada e
homogeneizada com agua peptonada. Da solugdo, fozalizadas
diluicdes seriadas (fator 1:10) para posterior selue de aliquotas de
0,1 mL em placas de Petri, contendo os diferentdesrde cultura para
a quantificacdo de bactérias aerébias e anaer@loial$ativas. As placas
foram incubadas por 24 h em estufa a 30°C. Aqupl@sapresentam
crescimento bacteriano foram submetidas a conta@¢®C ¢' de
instestino). A quantificacdo bacteriana das porg@esato intestinal foi
estimada pela multiplicacdo do nimero de UFC de qdaca por sua
respectiva diluicdo, utilizando-se os seguintesomeéie cultura: tryptic
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soy agar (TSA), agar de amido (SA), agar de carbettlicelulose
(CMCA), agar tributirina (TA) e agar peptona (PAp segundo ensaio,
foi retirado o trato intestinal dos peixes confordescricdo anterior, e 0
crescimento em meio de cultura TSA e SA foi avalisdmente na
porcao posterior dos intestinos.

Tabela I. Formulagdo e composigado proximal da diatal utilizada no
segundo ensaio.

Ingredientes g k§(base seca)
Albuming" 455,10
Dextring 300,00
Celulose microfina 99,90
Premix vitaminico-micromineral 30,00
Premix macromineral 55,00
Oleo de soja 30,00
Oleo de figado de bacaltfau 30,00
Composic¢ao proximal, % (base seca)

Matéria seca 935,40
Proteina bruta 385,50
Extrato etéreo 60,60
Energia bruti 19,05
Matéria mineral 96,70
Fibra alimental 99,40

TIzumi Industria e Comércio Ltda. (Guapirama, PRasH).

2 Rhoster Industria e Comércio Ltda. (Aragoiaba eaes SP, Brasil);.

3 Nutron Alimentos (Toledo, PR, Brasil), composicé@ptke produto:Acido félico 250 mg,
Acido pantoténico 5.000 mg, Antioxidante 0,6 g,tBia 125 mg, Cobalto 25 mg, Cobre 2.000
mg, Colina 75.000 mg, Ferro 13.820 mg, lodo 100 kayyganés 3.750 mg, Niacina 5000 mg,
Selénio 75 mg, Vit. A 1.000.000 Ul, Vit.;A250 mg, Vit. B, 3.750 mg, Vit. B 2.500 mg,
Vit. B 1.785 mg, Vit. C 42.000 mg, Vit.g500.000 Ul, Vit. E 20.000 UlI, Vit. K 35.000 mg,
Zinco 17.500 mg.

4 Fosfato bicélcico 454 ¢, Sulfato de potassio 29Tlgreto de sddio 174 g, Sulfato de
magnésio 75 g.

®Delaware Ltda (Porto Alegre, RS, Brasil).

® Expressa em kJ'g

" Método enzimatico-gravimétrico (AOAC, 1999).
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Meios de cultura

O meio TSA (Oxoil), no qual crescem diversos tipos de
bactérias heterotréficas, caracteriza-se como r&@etiv®, contendo
triptona e peptona como fontes de proteina, ligidiacarboidratos. O
crescimento neste meio foi utilizado para estinaatia concentracao de
bactérias totais presentes nas amostras analisadias,de conhecer a
proporcéo daquelas amiloliticas.

Os meios de cultura seletivos foram formulados dmse na
composi¢cdo dos meios utilizados por Baireigal (2002). O meio SA,
seletivo para bactérias que necessitam ou toleranceotracdes
elevadas de amido para seu crescimento, € compost80 g de agar
amido (Starch agar, Himedip 8 g de amido soltvel (Soluble starch,
Himedid®) e 0,5 g de NaCl por litto de meio de cultura predo.
Assumiu-se que bactérias que apresentaram cregoimem SA
possuem atividade amilolitica.

Os meios CMCA, TA e PA foram utilizados para estinaa
populagdo da microbiota intestinal que possui @dide celulolitica,
lipolitica e proteolitica, respectivamente. A cormsigéo do meio CMCA
(g L™ foi: 10 g de carboximetilcelulose sal sédico, 18egAgar Agar
(Difco®), 2 g de triptona bacto agar (Himetia4 g de NgHPO,, 0,2 g
de MgCl}, 0,001 g de Cagk 0,004 g de FeS@H0.

Ja a do meio TA (g) foi: 10 mL de tributirina (Himedf3, 23
g de agar base tributirina (Tributyrin agar, Hina&i 0,5 g de NaCl.

O meio PA continha (g 1): 5 g de Peptona (Casein Peptone,
Himedi&’), 5 g de extrato de carne (Protose Beef extrantetid’), 20
g de Agar Agar (DifcB) e 0,5 g de NaCl.

Identificagdo molecular da populagéo microbiana

No 45° dia de ensaio, 6 h apos a ultima alimentaggie tilapias
e seis jundias foram retirados de cada tratameetétido e sacrificados
com benzocaina (50 mg*). Sob temperatura refrigerada e condicdes
assépticas, o tecido distal intestinal foi coletadavado em solucdo
tampéao fosfato. As amostras foram armazenadas teogémio liquido
durante a coleta, sendo posteriormente transfeaidd8C.

Para cada espécie, as seis amostras de tecidatingites
provenientes da mesma dieta (arroz, dextrina, roaadmilho ou trigo)
foram agrupadas. A partir de 60 mg de cpoal, foi realizada extragcéo
de DNA através do kiHigh Pure PCR Template PreparatigRoche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha).
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A identificacdo molecular foi conduzida de acord@mcmétodo
descrito por Merrifieldet al. (2009). Para a amplificacdo por PCR da
regido V3 dos genes do rRNA 16S, utilizaram-se ramgys P3 e P2.
Foram adicionados em cada tubo de PCR 1 uL delPglede P3 (50
pmol pL*; MWG-Biotech AG, Ebersberg, Alemanha), 3 pL de afreo
de DNA e 25 pL de ReadyMiX Tagq PCR Reaction Mix com MggCl
(Sigma, St Louis, MO, EUA). O volume final foi ajado a 50 pL com
agua molecular Milli-Q, atingindo concentracéo fida 1.5 U de Taq
DNA polimerase, 10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KCI51nM de
MgCl,, 0,001% de gelatina e 0.2 mM de dNTPs. Utilizassnticlos
térmicos a 94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C panin, 55 °C por 2
min e 72 °C por 3 min utilizando-se @eneAm@® PCR System 9700
(Perkin-Elmer, CA, EUA).

A eletroforese em gel gradiente desnaturante (DG@GE)
conduzida no sistema DGGE-2001 (C.B.S. scientlfie] Mar, CA,
EUA), utilizando-se 15 pL do produto do PCR padrado (a 40 ng piL
1) em gel de poliacrilamida a 8% (16 cm x 16 cm xmraom gradiente
desnaturante a 20-50% (onde 100% desnaturant® &réia e 40%
formamide). As amostras foram corridas em mesmaagéh V por 16 h
a 60°C em 1 x TAE buffer (66 mM de Tris, 5 mM de &=tato e 1 mM
de EDTA). Apés coloragao coBybr greenas bandas da DGGE foram
visualizadas noBio-Rad universal hood lI(Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) e o gel fotografado sob luz avtoleta, sendo a
imagem otimizada para analises através do ajusesckla de cinza e
contraste (Figura 1).

Produtos de PCR provenientes das 26 bandas seldamiforam
limpos (QlAquick PCR Purification Kit; Qiagen) eqenciados por
GATC-biotech laboratoriegKonstanz, Alemanha). Apds a busca no
GenBank  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 0s gosp
taxondmicos para 0s quais as seqUéncias apresentaas alta
similaridade foram detectados.

Andlise estatistica

Todos os ensaios foram conduzidos em delineamento
inteiramente ao acaso. Os dados de contagem Iaactefioram
submetidos ao teste de Bartlett de homocedastiidkd varidncias.
Aqueles que apresentaram heterogeneidade das ocrasiafioram
transformados em log (x+1) antes de serem anaBsa@oprimeiro
ensaio foi submetido a andlise de variancia emmijarrfatorial (2x2)
entre as espécies de peixe e porcdes intestimisada meio. Quando
detectadas diferencas entre as médias, estas tmmanparadas através
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do teste de Tukey. No segundo ensaio, para detegiassivel efeito da
fonte de carboidrato nas contagens, foi aplicaddisende variancia.
Através do teste-t, foram comparadas as contageéa®hioldgicas
entre as espécies para cada fonte de carboidratdveD minimo de
significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

As contagens bacterianas obtidas das diferentegogmr
intestinais dos peixes alimentados com dieta cdalefensaio 1)
demonstram que a tilapia apresentou mais bactétiais e especificas
gue o jundia no trato intestinal (Tabela Il). Houmeracdo entre a
espécie e a porcao intestinal avaliada, mas nadefeictada diferenca
estatistica quando se comparou o crescimento laweentre as
porcdes intestinais para tilapia.

Ja em jundia, detectou-se maior contagem bacteniar@gor¢céo
posterior, onde mais bactérias celuloliticas, miitteas, amiloliticas,
lipoliticas e totais estariam mais presentes. Acdwmrintestinal média
apresentou menor contagem nos meios PA e TSA agicrento nao
detectado em CMCA, SA e TA.

No segundo ensaio, quando se comparou diferentessfale
carboidrato na dieta, a por¢do posterior foi setemila para contagem ja
gue esta apresentou a maior concentracdo de bacaiiiloliticas ao
longo do trato intestinal no primeiro ensaio emdjan Ndo houve
diferenca entre as fontes de carboidrato. Foranpacaas as espécies
dentro de cada fonte (Tabela Ill). Jundias alim#wdacom dietas
contendo arroz apresentaram maior contagem deriaactétais que
tilipias, porém menor populagdo de bactérias ditickd quando
mandioca ou milho foi utlizado como fonte de cadpbato. As
contagens bacterianas nao foram diferentes enee@xies no mesmo
meio de cultura e fonte de carboidrato, avaliarelas dietas contendo
dextrina e trigo.



Tabela Il. Valores médios (#lesvio padréo) das contageiisg (x+1) de UFC g] de bactérias celuloliticas,
proteoliticas, amiloliticas, lipoliticas e totaiasdpor¢des intestinais anterior, média e posteritre tilapia e jundia
alimentados com racdo comercial (ensaio 1).

- Porcéo Bactérias Bactérias Bactérias Bactérias Bactérias
Espécie . : . e L PN .
intestinal celuloliticas proteoliticas amiloliticas lipoliticas totais
Anterior 5,95+1,02"2 5,08+1,07" 2 5,98+0,03" 2 5,37+1,38¥% 5,80+0,08"?
Tilapia Média 5,751,722 6,03+0,19" 2 6,03+0,46%%  6,13+0,63"? 6’34§0'62A'
Posterior 5,86+1,68 2 6,52+0,46" 2 6,52+0,14" 2 6,46+0,36%2 6,64+0,41"?
Anterior 1,96+2,68" ° 2,09+1,9F P 2,50+1,4% ¢ * 2,10+2,08% ¢
Jundia Média * 0,89+1,99" ¢ * * 2,42+3,32%:¢
Posterior 297+2,7%° 4,80+0,3¢P P 4,65+0,51% P 4,53+1,08° 525+057 "
Andlise de Variancia (valor d&
Espécie <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Porcao intestinal <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <D,00
Especie x porgdo <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

intestinal

A B |etras distintas na mesma coluna indicam diferersignificativas entre as espécies pelo teste Tdleegomparacdo de médias

(P<0,05).

3 b.¢| etras distintas na mesma coluna indicam diferesigasficativas entre as porcdes intestinais pedte Tukey de comparacéo de

médias P<0,05).

" Crescimento bacteriano menor qué 10FC g,

LE
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Tabela lll. Valores médios ¢fesvio padréo) das contagélug (x+1) de
UFC g™ de bactérias amiloliticas e totais entre a porigestinal
posterior de tilapia e jundia apds 15 dias de altagfio com dietas
contendo diferentes fontes de carboidrato (engaio 2

Espécie Font_e de Bactérias amiloliticasBactérias totais
carboidrato
tilapia 4,70+0,6T 4,37+0,35’
Arroz
jundia 4,91+1,37° 5,23+0,72
tilapia _ 5,34+1,25 4,83+0,82
Dextrina
jundia 5,64+0,03F 5,51+0,50°
tilapia _ 5,54+0,03 5,45+0,67°
Mandioca )
jundia 3,77+0,84 4,47+0,69
tilapia _ 6,03+0,78 5,84+0,35"
Milho
jundia 4,94+1,77° 6,03+0,75
tilapia _ 4,70+0,68 5,34+0,77
Trigo
jundia 4,91+0,65" 5,42+1,1F

3P| etras distintas entre espécies, no mesmo grugmderias e fontes
de carboidrato, indicam diferengas significativaslop teste-t de
comparagao de médiaR<0,05).

A DGGE mostrou padrdes de bandas distintos para os
tratamentos dietéticos e espécies testadas no npgesestudo,
representando digitais das populacdes bacteriamsemes na parede
intestinal dos peixes (Figura 1). Apés sequenciameioi detectada
fusobactérias em jundias alimentados com dietasendn arroz, e
contendo mandioca, dextrina, arroz e milho paépitl. Por outro lado,
apenas em Jundias foram observadas bactérias dam odhs
Spirochaetales, comuns nos tratamentos com milhandioca e
dextrina. Algumas bactérias ndo foram identificadas
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Figura |. Imagem negativa de eletroforese em gehdignte
desnaturante, corado cdybr Greenda amplificagdo de 16S rRNA de
bactéria por PCR. Padr6es de bandas representaitaisdigias
populacdes bacterianas presentes na parede iateddirpeixes. Cada
coluna é composta dmol de seis tilapias (de 1 a 5) ou jundias (de 6 a
10), alimentados com dietas experimentais cont&W86 de mandioca
(1), trigo (2), dextrina (3), arroz (4), milho (3ylho (6), trigo (7), arroz
(8), mandioca (9) e dextrina (10).

DISCUSSAO

No trato intestinal, a tilapia apresentou mais ér@as$ totais e
especificas que o jundig, resultado que estd ded@omom outros
estudos que demonstram a diferenciacdo da miceobitdte espécies de
peixes, bem como entre habitos alimentares (henivonivoro e
carnivoro) distintos (Bairaget al, 2002). Avaliando a populacdo
bacteriana aerobica presente no trato de peixesmear de método
bacteridlogico convencional, Bairagfi al (2002) observaram variacdes
entre as diferentes espécies de peixes testadasetagyio as contagens
de bactérias totais, em meio TSA (Tryptic Soy Adakoid®), bem
como de amiloliticas, celuloliticas, lipoliticagpeoteoliticas, em meios
seletivos. A carpa indian&atla catla (Hamilton 1822) apresentou
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maior nimero de bactérias totais (1,5 X LFC ¢), enquanto mais
bactérias amiloliticas e celuloliticas estavam gmiss no trato da
herbivora carpa capir@tenopharyngodon idell§Valenciennes 1844).
J4 a populagdo lipolitica e proteolitica foi ma@n carpa prateada
Hypophthalmichthys molitriRichardson 1845) e indiaabeo rohita
(Hamilton 1822), respectivamente. O intestino Epith mossambic®.
mossambicugPeters 1852) promoveu o crescimento de 9YUET g*
em meio TSA, menor que o obtido para tilapia doNil

No presente estudo obteve-se a contagem de 6,81 2,19 x
10° e 4,37 x 1BUFC @', para as porcdes anterior, média e posterior do
intestino de tilapia, respectivamente. Por outdo |aMerrifield et al.
(2009) observaram contagens bacterianas mais bamasuta arco-iris
Oncorhynchus mykis8Valbaum 1792), havendo maior crescimento de
bactérias totais no intestino posterior (2,40 XUBC ¢*) que na porcéo
anterior (2,51 x 1D UFC ¢%. Em todos os meios avaliados, as
contagens foram superiores para tilapia, mas, @oondo os resultados
de Merrifieldet al. (2009), néo foi detectada diferenca estatistieendo
se comparou o crescimento bacteriano entre as gmipfestinais. Os
resultados indicam, portanto, que bactérias tothesn como as
degradadoras de carboximetilcelulose, proteina,d@ame lipidio
encontram-se igualmente distribuidas ao longo destimo desta
espécie.

Considerando-se a populagdo de bactérias totaissoestudos
com espécies carnivoras também observaram maitageson na por¢cao
posterior do intestino (Ringet al, 2006b; Hovdaet al, 2007). As
contagens variaram de 6,31 X 203,16 x 1OUFC g', respectivamente,
préximas aquelas encontradas para a tilapia nempegstudo (4,37 x
10° UFC ¢* para tilapia e 1,78 x 2WFC g¢* para o jundia) (Tabela I).
Todavia, a comparacdo dos resultados obtidos condam®s de
pesquisas anteriores é dificil, jA que a microbitpende do estadio de
desenvolvimento do peixe e condicdes ambientaisquéais esta
submetido (Ponckt al, 2006), além da por¢éo intestinal amostrada,
local de coleta, espécie do peixe e da prépridsenaplicada (Hovdat
al., 2007).

Ao longo do trato intestinal em jundia, a porcaostpoor
apresentou mais bactérias amiloliticas, o que podéar maior
degradacdo de amido por enzimas exdgenas provemigatmicrobiota
na regido. A maior atividade de amilase na regiétalddo trato ja foi
relatada por Dhage (1968). Adicionalmente, Bairagial (2002)
também observaram cepas produtoras de amilasdassldipase e
protease, comprovando a existéncia de outra fanendimas digestivas
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além da enddgena. Contudo, mais pesquisas devetediendas a fim
de elucidar o processo de absorcdo de carboidmtasfuncdo da
microbiota intestinal, para possibilitar futuradiegades no campo de
nutricdo de peixes. O esclarecimento da funcadcodgortamento e da
degradacdo de nutrientes por bactérias amilolitmade auxiliar o

isolamento de cepas probiédticas, visando amplidigastibilidade de

carboidratos para peixes, especialmente os caosivaom limitada

capacidade de utilizar este nutriente.

Sabe-se que a amilase é amplamente distribuidatodrtestinal
de peixes de agua doce e tem importante funcédégeatéio do amido.
Origina-se no péancreas ou em células secretorgmadale intestinal.
Além desta, as enzimas produzidas pela microbigttestinal
potencialmente tém papel importante, principalmeate substratos de
dificil digestdo, como a celulose (Smith, 1989)gB®lo Sugiteet al
(1997), diversos relatos sugerem a relacdo de eimbéntre peixe e
microbiota intestinal, por meio da producéo de ®uizsas bioativas.
Estes autores realizaram ensaio com cinco espéeiggixes de agua
doce e demonstraram a significativa distribuicabaletérias produtoras
de amilase entre a populacdo bacteriana intestitd peixes,
constituindo cerca de 31% das cepas isoladas. ®estas, destacaram-
se as bactérias anaerGbias como maiores produderasnilase. N&o
obstante, cepas bacterianas altamente produtovaf®ma@n encontradas
em enguia japonesanguilla japonica(Temminck & Schlegel 1846),
Unica espécie carnivora testada, estando presemtedtas densidades
no trato intestinal dos peixes onivoros (Sugtaal, 1997). Tais
resultados corroboram as observacfes de Shieteab (1977), que ja
havia detectado maior atividade amilatica no tdeocarpa comure.
carpio, de habito onivoro, quando comparada ao olhe¢giola
quinqueradiata(Temminck & Schlegel 1845), peixe marinho carndvor

Pelo método tradicional de contagem da microbiRtago et al
(2006h) também observaram variacdo na quantidade bawesialongo
das porgdes intestinais de bacalf@adus morhual. 1758 e dieta
administrada. Utilizando fontes de proteina diasptmaior nimero de
bactérias totais estavam presentes na porcéo iposteendo que a
contagem variou em funcéo da fonte protéica.

Os resultados encontrados por Rirgaal (2006b) demonstram
gue a microbiota do trato de peixes foi sensiwdieéa, corroborando o
presente estudo. Neste, houve influéncia nos griyaogerianos, de
forma que os jundids alimentados com dieta conterdmz
apresentaram maior contagem de bactérias totaisilgpias. Por outro
lado, quando mandioca ou milho foi utilizado comonté de
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carboidrato, a populagédo de bactérias amilolitioasnaior em tilapia.
Contudo, avaliando-se as dietas contendo dextrirtdge, néo foi
possivel observar diferencas nas contagens bacter@ntre as espécies.
Como a porcao posterior foi avaliada, por apresentaaior contagem
em jundid, as diferencas entre as espécies podesidte camufladas
devido a maior aproximacao das contagens de tjldptaralmente mais
altas.

Quando foi avaliado o efeito das fontes de carbtidno nimero
de bactérias intestinais, ndo foram observadasedies entre jundia e
tildpia. Os resultados sugerem que a populacad éotamilolitica
colonizadora do trato sofre a mesma influéncia debaidratos
dietéticos distintos, ou mesmo que a deteccédo féeedcas pode ter
sido prejudicada por outras fontes de variagcaon@peardet al (2000)
relatam a dificuldade de analisar a microbiotardestino de peixes, ja
que ocorre variacdo individual, sendo um fator ppee ter favorecido a
semelhanca das contagens observada no presente.eBalvez uma
alimentacao mais longa com as dietas experimeptaiesse evidenciar
maior diferenciacdo quantitativa ou até qualitatileamicrobiota entre
as fontes de carboidrato. Outra possibilidade é gu&tcnica de
semeadura em meio ndo represente todas as bagiéesentes no
intestino, j& que muitas ndo séo cultivaveis, dedaccom Hubeet al
(2004).

Por métodos moleculares, observaram-se padrdesaddad
distintos para os tratamentos dietéticos e esptasesdas, evidenciando
a diferenciacdo da microbiota de jundia e tildpiadieta administrada
alterou a composicdo da populacdo bacteriana peessn parede
intestinal dos peixes, sugerindo que a fermentagBoegradacédo do
substrato proveniente de cada ingrediente pode rdegp o
desenvolvimento de determinados grupos bacterianos.

As fontes de carboidrato utilizadas nas dietasawarguanto a
estrutura das paredes celulares que envolvem ocoamidporces de
amilose e amilopectina, presenca de inibidoresnditase, viscosidade
da digesta e atividade de fermentacdo microbiampieosegundo Bach
Knudsen (2001), contribuem para diferencas na tiijetade do
nutriente. Da mesma forma, o teor de fibra alimentéguivalente a
porcéo do alimento ndo digerida pelas enzimas tilgesdos animais, é
suscetivel & degradagéo em intensidade variavegpehcdo microbiana
simbidtica no intestino (Herrerat al, 2001), sendo que a maior ou
menor concentracdo nos ingredientes pode ter mdflado o
desenvolvimento bacteriano diferenciado nos tratémsedietéticos.
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O filo Fusobacteria, detectado em jundias (alimrssgacom dieta
contendo arroz) e tilapias, comprende bactériaserah@ms Gram
negativas, incluindo cepas patogénicas para humaoosio as
causadoras de doencas periodentais e Ulceras me.dEncontradas
somente em jundias, as bactérias do filo Spiroaleetsdo Gram
negativas e quimioheterotroficas. A maioria é davivre e anaerobica,
sendo que algumas espécies sdo conhecidas por eafegaidades em
humanos, como leptospirose e sifilis (Peletal, 1996).

Em baiacuTakifugu obscurugAbe 1949), Yang et al. (2007)
também observaram alteracées na composicao dahioierccausadas
pela dieta. Espécies de Spirochaetales;hococcus Proteobacteria
(subclasse Epsilon) ¥ibrio estavam presentes no intestino dos peixes
que receberam dieta artificial, enquanto naqueleeatados com dieta
natural as bactérias dominantes foram Gram positisam baixo
conteudo de Guanina/Citosina. Da mesma forma, Baetkl (2004)
demonstraram diferencas na composi¢cdo da microdimtgastrépode
abaloneHaliotis discus hannaflno 1951) apds jejum por uma semana,
quando fusobactérias foram detectadas. Além diasaliversidade
bacteriana foi maior nos individuos alimentados cheta artificial que
com alga marinha.

Segundo Ringet al (2006), a populacao intestinal bacteriana
de bacalhau foi sensivel a variagcfes das fontééipas da dieta, com o
predominio de Firmicutes, e de Bacteroidetes eeBbaicteria gamma
no trato gastrointestinal dos peixes alimentadwos fasinha de peixe e
farelo de soja, respectivamente. Em garolgmnephelus awoora
(Temminck & Schlegel 1842), a microbiota autoctof@ mais
diversificada e menos abundante no intestino deepeilimentados com
racdo que com dieta natural (Feegy al, 2010). Com relacdo a
populacdo autoctone e aloctone, Hetnal, 2010 detectaram maior
diversidade bacteriana na digesta, a qual apraseitm coeficiente de
similaridade com a dieta em carpa capim.

Mais pesquisas ainda sdo necessarias para melimpreensao
da microbiota intestinal dos peixes, envolvendonitg&s mais
sofisticadas para identificacdo dos grupos bactesiacapazes de
degradar amido. O método de quantificacdo bacterilicado no
presente estudo tem limitagbes, tanto pela neeehside um grande
numero de réplicas, da coleta e analise simultdasamostras, quanto
pela amostragem das bactérias que compdem a nataadbtestinal, ja
gue os meios de cultura formulados podem ser tefits quanto a suas
exigéncias nutricionais (Ponet al, 2006). Sabe-se, além disso, que
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significante proporcdo da microbiota bacteriana ®&doapaz de ser
cultivadain vitro (Huberet al., 2004).

Hovdaet al (2007) aplicaram a extracéo e analise do 16S rDNA
diretamente de amostras do tecido, com o auxiliopdeers, na
caracterizacdo da microbiota intestinal de Saln@étthnticoS. salar
O método possibilitou a determinacdo de resultaifesentes daqueles
obtidos pelo cultivo, sendo que outras espéciedhataérias foram
detectadas como predominantes no trato. Desta foa®aautores
propdem a aplicacdo da reacdo em cadeia da poiedRCR) e
eletroflorese em gel (DGGE) como método alterngpiaica o estudo da
microbiota intestinal de peixes. A associac@o deités bacterioldgicas
convencionais de cultivo com moleculares €, postavdlida para um
estudo mais completo da populacédo presente (Etaid 2006).

Com base nos resultados obtidos, demonstrou-sea dilépia
apresenta mais bactérias intestinais totais, dtikd, proteoliticas e
lipoliticas que o jundia. A populacdo de bactéaiadloliticas € maior na
porcdo posterior de jundia. As espécies apresentaliferenciactes
entre as contagens de bactérias amiloliticas inééstem funcdo das
fontes de carboidrato das dietas. A microbiota dyauta presente na
parede intestinal dos peixes foi sensivel a digtairgistrada, que alterou
sua composicao.
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CONCLUSOES

Com a utilizagdo de meios de cultura seletivoscesedetivos, foi
possivel detectar que a tilapia, ao longo de satp tintestinal,
apresentou mais bactérias totais, amiloliticasteptiicas e lipoliticas
gue o jundia.

As bactérias totais, degradadoras de carboximietitse,
proteina e lipidio encontram-se igualmente distdas ao longo do
intestino de tilapia. O mesmo foi observado parpuradia, com as
bactérias totais. Este, contudo, apresentou maigEs proteoliticas,
lipoliticas e amiloliticas na porg&o posterior dtestino, onde também
foi maior o nimero de bactérias amiloliticas patiapia.

As espécies apresentaram diferenciacées entre m@Rgens
bacterianas intestinais em funcéo das fontes dmidaato das dietas
(arroz, milho e mandioca).

A microbiota bacteriana presente na parede intdgtios peixes
foi sensivel a dieta administrada, que alterou soi@posicdo. Foi
detectada Fusobacterium em jundias alimentadosdietas contendo
arroz, e contendo mandioca, dextrina, arroz e miam tilapia. Foi
evidenciada diferenciacao da microbiota de jundigia, j& que foram
observadas apenas no primeiro, bactérias da ordamcBaetales,
comuns nos tratamentos com milho, mandioca e dextri
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo constitui parte de um projeto que ivbjetestudo de
carboidratos na nutricdo do jundia e da tilapiaNdlm. O mesmo é
composto pelo presente, que visa avaliar o efe#ocdrboidratos
dietéticos na dieta na microbiologia intestinal dagécies; um trabalho
de doutorado, cuja abordagem se concentra no edtudeetabolismo
de carboidratos amilaceos; e outro trabalho deratkst que investiga
potenciais efeitos da fibra alimentar sobre a Ifigjia intestinal de
teledsteos.

Os resultados encontrados neste estudo s&o detecarac
preliminar, tendo em vista a falta de conhecimedi# microbiota
associada a nutricdo, principalmente em espécitgasabrasileiras,
como jundia. Considerando-se a eficacia observagdangios de cultura
formulados na avaliacdo do crescimento bacterisw@ere-se a
identificagdo das cepas isoladas por coloracdordm@ caracterizagéo
bioquimica em estudos posteriores.

Devido as limitagBes de cada método, a associagdeéaicas
tradicionais com moleculares é mais promissora.a Pamaior
esclarecimento da microbiota, pode-se incluir aestigacdo da
populacdo de bactérias n&o residentes, associadadigesta,
comparando-a com a populacao residente intestinal.

A fim de selecionar de bactérias que aumentem eadagéo de
nutrientes da dieta, por exemplo carboidrato, alegio de um teste de
patogenicidade das cepas isoladas €& essencial gesegurar a
inocuidade para os peixes. A selecao, a partir@jarip microbiota dos
peixes estudados, deve considerar resultados dgdo enzimatica
das cepas isoladas, como amilase, e taxa de cergoinA otimizacao
do crescimento das bactérias pode ser atingidandoise diferentes
meios de cultura e condi¢des de indculo.

Para suplementacdo de dietas com as cepas pradutora
selecionadas, deve-se avaliar a viabilidade dagéfi@e no meio,
investigando-se a influéncia na digestibilidade dugredientes para
jundia e tilapia. Finalmente, o estudo pode seicagd visando a
obtencdo de bactérias probidticas que aumentem sarc@io de
carboidrato pelos peixes cultivados, reduzindofketes, custos com
racao, incrementando indices zootécnicos e posmveé O sistema
imunoldgico dos animais.
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