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PROBIOTICO NA CRIAGAO DE ROBALO-FLECHA E LAMBARI EM
TANQUES-REDE

Resumo: Objetivou-se com este trabalho avaliar a bactéria probiodtica Bacillus
subtilis na criagcdo em tanques-rede do robalo-flecha, Centropomus undecimalis,
em ambiente estuarino e do lambari, Astyanax sp.1, em agua-doce. Também foi
verificada a eficacia do probidtico na resisténcia ao transporte e comercializagao
dos lambaris como isca-viva. Foram testadas diferentes concentracées, formas
de administragéo e regimes de fornecimento do probidtico aos peixes. O uso de
5 x 10° UFC kg™ da bactéria B. subtilis como aditivo na ragdo do robalo-flecha
ndo promoveu o crescimento, mas atuou como imunoestimulante quando
adotado o regime alternado de fornecimento. A concentracéo de 5 x 10° UFC kg™
de B. subtilis ofertada continuamente como aditivo alimentar na dieta de Astyanax
sp. 1 nao interferiu nos parametros zootécnicos, mas aumentou o tempo de
sobrevivéncia dos peixes nas embalagens de transporte e diminuiu a
concentracdo de amodnia total na agua. A inclusdo de 0,5 x 10° UFC L' de
probiético na agua de transporte dos lambaris n&do demonstrou resultados
satisfatérios, enquanto que a oferta continua de 10 x 10° UFC kg"' na racgdo
promoveu maior acumulo de proteinas na carcaca dos lambaris. A bactéria
Bacillus subtilis atuou como probiotico nas duas espécies testadas, podendo ser
indicada para estudos posteriores.

palavras-chave: Bacillus subtilis; Centropomus undecimalis; Astyanax sp. 1;
piscicultura marinha; desempenho zootécnico; isca-viva



PROBIOTIC IN COMMON SNOOK AND “LAMBARI’ RAISED IN NET-CAGES

Abstract: The aim of this study was to evaluate the influence of probiotic bacteria,
Bacillus subtilis, in common snook, Centropomus undecimalis, raised in net-cages
in estuarine environment and “lambari” Astyanax sp.1 in freshwater. It was also
verified the effectiveness of probiotic in the resistance to transport and marketing of
“lambari” as live-bait. Different concentrations, dosage forms and schedules
supplies of probiotic to fish were tested. The use of 5 x 10° CFU kg™ of B. subtilis
as an additive in the feed of common snook could not be considered as a growth
promoter, but acted as an immunostimulant when adopted alternating supply
schedule. The concentration of 5 x 10° CFU of kg™ B. subtilis continuously supplied
as a food additive in the diet of Astyanax sp. 1 did not affect the performance
parameters, but increased the survival time of fish in transport packaging and
decreased the concentration of total ammonia in the water. The inclusion of 0.5 x
10° CFU of probiotic L™ in water transport of “lambari” did not shows satisfactory
results. The continuous supply of 10 x 10° CFU kg™ in the diet increased the
concentration of protein in the carcass of Astyanax sp. 1. The bacteria Bacillus
subtilis acted as a probiotic in the two species tested, and may be indicated for
further studies.

Key-words : Bacillus subtilis; Centropomus undecimalis; Astyanax sp. 1; marine
fish farming, growth performance; live-bait

vi



1. INTRODUGAO GERAL

1.1. Probidticos: definicoes e experiéncias

As doencas bacterianas sdo comumente associadas a produgao
aquicola. Vibrios, Aeromonas, Pseudomonas e Streptococcus sao alguns dos
principais agentes causadores (AUSTIN and AUSTIN, 2007). Dixon (1991)
correlacionou as doencgas bacterianas nos peixes com problemas de manejo e
fatores ambientais, como estresse, mudancas de temperatura, salinidade,
qualidade da agua, parasitas e tratamentos quimioterapicos mal conduzidos.
Para controla-las, os antibidticos séo largamente utilizados, mas o seu uso
inadequado pode levar a selegéo de algumas cepas de bactérias patogénicas
resistentes e, também, ser uma fonte de poluicdo do meio ambiente (BOYD e
MASSAUT, 1999). Para Jatoba et al. (2008), o uso de probidticos pode ser
uma alternativa viavel para a diminuicdo do uso de quimioterapicos em
organismos aquaticos.

Os probidticos sao considerados alimentos funcionais e definidos como
suplementos alimentares compostos de microrganismos vivos que beneficiam a
saude do hospedeiro por meio do equilibrio da microbiota intestinal (FULLER,
1989). Verschuere et al. (2000), propuseram a definicdo de que probidticos sao
organismos vivos adjuntos, que tém efeito benéfico sobre os hospedeiros, pela
sua modificacdo ou pela alteracdo da comunidade microbial do ambiente,
assegurando o aumento da eficiéncia alimentar, aumentando a resposta sobre
as doencgas. Schrezenmeir e De Vrese (2001) consideraram que o termo
probiotico deveria ser usado para designar preparagées ou produtos que
contém microrganismos viaveis definidos e em quantidade adequada que
alterem, por colonizacdo, a microbiota propria das mucosas do sistema
digestorio do hospedeiro, produzindo efeitos benéficos em sua saude.

Certas caracteristicas s&o imprescindiveis para que um microorganismo
possa ser considerado probidtico e agir de forma eficiente em uma espécie
alvo, tais como: ter capacidade de colonizacdo do trato digestoério; possuir
resisténcia a acao da bile, secre¢gbes pancreaticas e intestinais, as variagdes
de pH, principalmente do suco gastrico, bem como ao sistema imunolégico do
hospedeiro; manter-se vivo por longo tempo durante transporte e

armazenamento, para que possa colonizar o hospedeiro eficientemente; nao
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transportar genes transmissores de resisténcia a antibidticos e reduzir ou
eliminar a presenga de determinados microorganismos patogénicos no
hospedeiro (FULLER, 1989; VERSCHUERE et al., 2000; BOMBA et al.,2002;
HOLZAPFEL et al., 2002).

Ainda existem lacunas sobre o mecanismo de acao dos probidticos,
mas, na aquicultura, foi demonstrado que promovem incremento no
desempenho reprodutivo, no ganho de peso, na conversdo alimentar, no
aproveitamento dos nutrientes da racdo, na resisténcia ao estresse, além de
beneficiar o ambiente de cultivo com a melhoria da qualidade de agua
(CARNEVALI et al., 2006; WANG, 2007; BALCAZAR et al., 2007; ALY et al.,
2008; CAVALLI e HAMILTON, 2009; SON et al., 2009; BARBOSA et al., 2011;
DIAS et al., 2012). Os probiodticos podem ser oferecidos como suplemento
adicionado na racdo, no enriquecimento de alimento vivo, em banhos
profilaticos ou diretamente na agua de cultivo ou transporte (BALCAZAR et al.,
2007).

Jatoba et al. (2008) demonstraram que tilapias (Oreochromis niloticus)
alimentadas com racao suplementada com cepas de Lactobacillus plantarum
apresentaram maior resisténcia ao manejo, cultivo e repovoamentos em
relacdo aos peixes que nao receberam os probidticos. Rengpipat et al. (2008)
mostraram o efeito benéfico sobre o crescimento e a sobrevivéncia de juvenis
de robalo-asiatico (Lates calcarifer), utilizando Lactobacillus spp.

Carnevali et al. (2006), testando a influéncia do uso de probiético na
alimentagcao de juvenis de robalo-europeu Dicentrarchus labrax, utilizando L.
delbrueckii delbrueckii isolados do préprio robalo-europeu, registraram ganho em
peso 81% maior nos peixes alimentados com o probidtico quando comparados
ao grupo controle, demonstrando assim o efeito positivo de bactérias acido-
laticas sobre parametros zootécnicos de crescimento e destacando a
especificidade das cepas bacterianas isoladas da propria espécie.

Souza et al. (2010), evidenciaram que os robalos (Centropomus.
paralellus) alimentados com ragao suplementada com o probiotico L. plantarum
e com Lactococcus spp., apresentaram, no trato intestinal, uma contagem total
de Vibrio spp. inferior ao grupo controle, aléem de demonstrarem incrementos
na produgédo de protease e na resisténcia ao estresse. Barbosa et al. (2011),

em experimento realizado com juvenis de robalo-peva criados no sistema de
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tanque-rede em viveiro escavado, demonstraram que ao oferecer probidtico na
racao, houve grande capacidade de colonizagao de L. plantarum no intestino
dos peixes, que o indice hepatossomatico foi significativamente maior nos
peixes que receberam o probidtico e que, nesses peixes, a imunocompeténcia
foi beneficiada, pois houve aumento no numero total de leucdcitos, trombdcitos
e linfécitos circulantes.

O Bacillus subtilis tem sido testado em peixes como bactéria probidtica e
demonstrou capacidade inibitéria in vitro do crescimento de Aeromonas
hydrophila. Na alimentagao da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) foi eficaz
como promotor de crescimento além de aumentar a imunidade dos animais
tratados (ALY et al., 2008). DIAS et al. (2012) reportaram incremento na
capacidade reprodutiva e na atividade fagocitica de reprodutores de matrinxa
(Brycon amazonicus) alimentados com racdo adicionada de B. subtilis na
concentracdo de 10"° UFC kg™.

O sistema imune dos peixes é diferente de outros vertebrados, nao
apresentando linfonodos ou medula éssea. A imunidade inata dos teledsteos,
diferentemente dos mamiferos, € mais atuante do que a especifica.
Compreende uma série de respostas do organismo contra infecgdes,
independentemente da etiologia da lesdo (quimica, fisica ou biolégica) (BOLS
et al., 2001) A capacidade dos probioticos de modular o sistema imune em
peixes ja foi comprovada em diversos trabalhos. (ALY et al., 2008; SON et al.,
2009; BARBOSA et al., 2011). Isto ocorre por meio do aumento da producéao de
glicoproteinas e citocinas, pela proliferagdo de células T (linfocitos T) e da
ativagao dos fagécitos (PANCHENIAK, 2005).

O processo de fagocitose € um dos principais mecanismos de defesa da
imunidade inata dos peixes, sendo realizado por neutréfilos, mondcitos-
macrofagos e, em alguns peixes, por trombécitos (TAVARES-DIAS e MORAES,
2004). Santos et al. (2011) analisando a ultra-estrutura do rim cefalico de C.
parallelus, encontraram uma grande atividade hematopoiética de eritrécitos,
granulécitos, linfécitos, mondcitos e trombdcitos, concluindo ser esse um dos
principais 6rgaos na producdo de células sanguineas e a principal fonte de
macrofagos da espécie.

Os fagécitos, durante a atividade fagocitica, liberam espécies reativas de

oxigénio (ERQO’s), como os anions superoxido (O2), que geram o peréxido de
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hidrogénio (H>0"), posteriormente convertido em acido hipocloroso (HCIO) pela
enzima mieloperoxidase, sendo o HCIO o responsavel por matar os patdgenos por
oxidagdo. O consumo de oxigénio durante a reagdo das ERO’s é chamado de
explosao respiratoria, ou burst respiratorio (BABIOR, 1988).

O estudo do burst respiratério, ou explosao respiratéria, vem sendo
utilizado como parametro para dimensionar a resposta imune dos animais e os
fagocitos dos rins cefalicos sdo os mais comumente utilizados (COOK et al.,
2003; ABREU et al., 2009; SON et al., 2009). Geng et al. (2011) verificaram
incremento no burst respiratério de bijupira (Rachycentron canadum),
alimentados com uma combinacdo de quitosana e B. subtilis incluidos na
racao, quando comparado com os peixes do controle, enquanto que Dias-
Rosalez et al. (2006) e Cerezuela et al. (2012) ndo encontraram diferencas

estatisticas entre os peixes tratados com probidticos e os peixes controle.

1.2. Piscicultura marinha e Centropomus undecimalis

No Brasil, a criagdo de peixes marinhos provavelmente teve inicio no
século XVII no Estado de Pernambuco, durante o governo holandés de
Mauricio de Nassau. Naquela época, robalos (Centropomus spp.), tainhas
(Mugil spp.) e carapebas (Eugerres spp. e Diapterus spp.) eram cultivados
extensivamente em viveiros de maré (VON IHERING, 1932), produzindo até
280 toneladas ano™.

Apesar de um inicio promissor, atualmente a piscicultura marinha nao
consta nas estatisticas de producdo de pescado do Brasil (BRASIL, 2010),
estando praticamente limitada as iniciativas das instituicbes de pesquisa
(ROUBACH et al., 2003), onde principalmente o robalo-peva (C. parallelus) foi
estudado (CERQUEIRA, 2005).

Outras espécies ja foram alvos de estudos ou vem sendo estudadas,
porém com menor intensidade, como a tainha M. platanus (ROMAGOSA et al.
2000), a cioba Lutjanus analis (SANCHES e CERQUEIRA, 2011), a garoupa
verdadeira Epinephelus marginatus (SANCHES et al., 2009) o linguado
(Paralichthys orbignyanus) (SAMPAIO, 2008) e, mais recentemente, o bijupira
Rachycentron canadum (CAVALLI e HAMILTON, 2009) e o robalo-flecha C.
undecimalis (SOLIGO et al., 2008).



Das seis espécies de robalo encontradas no Oceano Atlantico, quatro
sao capturadas no litoral do Brasil, dentre as quais se destacam C. undecimalis
e C. parallelus. O robalo-flecha (Figura 1) € a maior espécie da familia,
podendo atingir até 25 kg. Apresenta coloragdo acinzentada no dorso, com
reflexos esverdeados e ventre esbranquigado. As nadadeiras sao bastante
amareladas e possui a linha lateral formada por uma listra negra que se
estende ao longo do corpo (CARVALHO-FILHO, 1992).

Figura 1. Centropomus undecimalis criado em tanques-rede na regiao de
Cananéia-lguape

Sao peixes de aguas tropicais e subtropicais, de ampla distribuicao
desde o sul da Flérida, no Golfo do México, até o sul do Brasil, no Rio Grande
do Sul (RIVAS, 1986; CERQUEIRA; 2005). No Brasil, habitam ambientes
estuarinos, costeiros marinhos e lagunas ao longo de toda a costa. Entram nos
rios adaptando-se facilmente as aguas salobras e doces e, ocasionalmente,
penetram em lagoas hipersalinas (MENDONGCA, 2004).

Devido a grande aceitabilidade para o consumo e para a pesca
esportiva, as espécies do género Centropomus sofreram uma intensa pressao
da pesca comercial e recreativa, evidenciada por Volpe (1959), que descreveu
o colapso das populagdes de robalo-flecha na Flérida, e por Mendonga (1998),
que relatou a redugdo da captura de robalo-peva na regido do sistema

Cananéia-lguape. As cotagdes do robalo no mercado varejista atingem os mais



altos valores entre todos os peixes comercializados durante o ano (CEAGESP,
2013), aumentando sua procura por parte dos pescadores profissionais e
artesanais. Continuas degradacdes e alteracbes ambientais dos sistemas
costeiros, em especial os estuarinos e lagunares, também vém contribuindo
para a deplegao das populagdes de Centropomideos (ALIAUME et al., 2000).

Além do panorama da exploragcao sustentavel dos estoques naturais, a
possibilidade da inclusdo do género Centropomus em programas de
piscicultura comercial tem sido considerada pela comunidade cientifica, 6rgaos
publicos e iniciativa privada. Neste sentido, alguns trabalhos zootécnicos e de
biologia basica tém sido produzido nos ultimos anos, muito embora n&o tenha
se chegado ainda a um protocolo que viabilize a exploragdo comercial deste
recurso (MACHADO, 2011).

A maior parte dos trabalhos com robalos, envolvendo probiéticos, foram
realizados com C. parallelus (SOUZA et al., 2010; BARBOSA et al., 2011). Em
C. undecimalis, Kennedy et al. (1998) encontraram maior sobrevivéncia em
larvas criadas em agua contendo 10° UFC ml™" de B. subtilis isolados da propria
espécie quando comparado com os peixes controle. Grande parte dos estudos
com esta espécie concentra os esforcos nas fases iniciais de desenvolvimento,
pois, na maioria dos casos, a finalidade da produgao sao os repovoamentos em
ambiente natural. A criacdo comercial da espécie ainda nao foi estruturada
eficientemente, necessitando de mais pesquisas, principalmente em nutricio,

manejo e melhoramento genético.

1.3. Lambaris Astyanax sp. 1

A fauna de peixes de agua-doce do Brasil estd entre as mais ricas e
diversificadas do planeta, abrangendo aproximadamente trinta e nove familias,
quinhentos e dezessete géneros e mais de duas mil e quinhentas espécies
(BUCKUP et al, 2007). Os estudos de espécies nativas com potencial
zootécnico e caracteristicas comerciais interessantes tém se destacado,
visando atender a crescente procura por produtos oriundos da aquicultura
(NAVARRO et al., 2006).

Os peixes do género Astyanax, popularmente conhecidos como
lambaris, sao espécies nativas que possuem bons atributos zootécnicos, sao

bastante conhecidos e apreciados em todo o territério nacional e possuem
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nichos mercadoldgicos ainda pouco explorados, como a produgdo para isca-
viva (SUSSEL, 2012). Povoam grandes rios, corregos, riachos, lagos e lagoas
em todo o ambiente tropical brasileiro. Os lambaris sdo peixes de pequeno
porte, possuem habito alimentar onivoro e seu crescimento € rapido, chegando
a maturidade sexual com cerca de quatro meses de idade. (GARUTTI, 2003).

Alguns trabalhos (GARUTTI e BRITSKI, 2000; BERTACO e GARUTTI,
2007) descrevem espécies semelhantes a Astyanax bimaculatus e A.
altiparanae (Figura 2) que apresentam um padrdo de coloragéo caracteristico:
uma mancha umeral negra horizontalmente ovalada; uma mancha losangular
negra no pedunculo caudal, estendida a extremidade dos raios caudais
medianos e duas barras verticais marrons na regido umeral. As espécies com
esse padrdao de coloragdo pertencem ao complexo de espécies,
denominado “Astyanax grupo bimaculatus”, constituido por diversas
espécies similares e provavelmente muito proximas filogeneticamente
(GARUTTI e LANGEANI, 2009).

Figura 2. Astyanax altiparanae (foto: Sussel, F.R.)

Na bacia do rio Ribeira de Iguape sao encontradas diversas espécies do
género Astyanax. Apresentam distribuicdo significativa por toda a sua area e
ocorrem em grande abundéncia, ressaltando a sua importancia para o sistema
ecologico regional (OYAKAWA et al., 2006). Ha registro de uma espécie

bastante semelhante a A. bimaculatus, sendo até entdo referida por Oyakawa



et al. (2006) como Astyanax sp.1 (Figura 3). Esta espécie ainda nao foi descrita
(informagéao pessoal, OYAKAWA) e nao ha registros de experiéncias com
reproducdo, criacdo em cativeiro e comercializacdo desses lambaris. Na

regido, sdo conhecidos como pico-peva ou picupeva.

Figura 3. Astyanax sp. 1 criado em tanque-rede na estagdo de Piscicultura da
APTA — Pdlo Regional do Vale do Ribeira

Sé&o peixes de pequeno porte, exemplares de cativeiro podem chegar a
17 cm de comprimento e até 70 g de peso. Habitam rios, riachos e lagoas
sempre em baixas altitudes (até 50 m), onde se alimentam de larvas terrestres
e insetos que caem na superficie da agua (OYAKAWA et al., 2006). Atingem a
primeira maturagdo sexual em torno dos 90 dias em condi¢gdes de cativeiro,
com oito centimetros de comprimento para os machos, que apresentam
espiculas na nadadeira anal quando maduros sexualmente, e dez centimetros
para as fémeas, que demonstram o ventre bastante abaulado em funcdo da
maturacdo dos ovocitos nas gbnadas (observagdo pessoal). Estas
caracteristicas também podem ser observadas em A. altiparanae e A.
bimaculatus (AGOSTINHO et al., 1984; GARUTTI, 2003).

Em estudo realizado no rio Ribeira de Iguape, por Corréa et al. (2010),
os lambaris foram elencados pelos pescadores ribeirinhos como principal
alimento do robalo-peva (Centropomus paralellus) em determinados locais do rio,

sendo relacionados como uma boa isca para a sua captura. Silva et al. (2011)



classificaram a producéo e venda de lambaris para isca-viva como a principal
forma de comercializagdo da espécie e Sussel (2012) como a mais rentavel.

As maiores regides produtoras do lambari no Estado de Sao Paulo
localizam-se no norte e noroeste, justamente onde ha a maior concentragao de
reservatorios das hidroelétricas. A grande concentragao de espécies aloctones
introduzidas como os tucunarés (Cichla spp.) e a corvina (Plagioscion
squamosissimus) faz com que a atividade de pesca esportiva na regiao seja
bastante desenvolvida, havendo uma demanda acentuada por iscas-vivas
(SUSSEL, 2012). Na bacia do rio Ribeira de Iguape, o robalo-peva € o principal
foco dos pescadores esportivos, havendo registro de campeonatos de pesca
esportiva voltados somente para este peixe (CORREA et al., 2010). Espécies
introduzidas como o dourado (Salminus maxillosus), o bagre-africano (Clarias
gariepinus) e o pintado (Pseudoplatystoma spp.) também sdo encontradas na
regido e o lambari Astyanax sp. 1 tem grande potencial para ser utilizado como
isca-viva para captura-los.

A comercializagdo de lambaris para isca-viva nas regides produtoras é
realizada de forma artesanal (SUSSEL, 2012), onde cada produtor/comerciante
define o modo como seu produto sera comercializado. Normalmente o
consumidor se dirige ao comerciante nos finais-de-semana, com baldes ou
caixas de isopor e adquire as iscas por unidade ou duzias. O estresse causado
nos lambaris no momento da captura e selegdo provoca mortalidade e fugas
devido ao habito saltador da espécie (GARUTTI, 2003) o que pode causar
prejuizos aos comerciantes e aos consumidores.

Os principais parametros de qualidade de agua que influenciam
diretamente a sobrevivéncia dos peixes durante o transporte e o
armazenamento em sistemas fechados sao os baixos niveis de oxigénio
dissolvido na agua e o acumulo de didxido de carbono devido ao processo
respiratério, a redugcdo do pH causado pelo CO,; e 0 aumento dos niveis de
amonia e nitrito decorrentes da excregao dos peixes (PATERSON et al., 2003).

As pesquisas em transporte de peixes vivos tém preconizado a reducao
do stress pelo controle das taxas metabdlicas e degradacdo dos residuos
nitrogenados durante o transporte, mas raramente focam seus esforgcos em
melhorar a resisténcia dos peixes antes do processo de embalagem (LIM et al.,

2003). O uso de probidticos em peixes ja demonstrou diminuir o estresse
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durante a criagdo (ROLLO et al.,, 2006; TAOKA et al., 2006), aumentar a
sobrevivéncia e melhorar as condigcbes da agua durante o transporte (RAJ et
al., 2008; CARVALHO et al., 2009).

2. JUSTIFICATIVA

Os probidticos demonstraram resultados positivos em inumeras
espécies, tanto em desempenho produtivo como em parametros imunoldgicos,
hematoldgicos e fisiologicos. A concentracdo e o regime de fornecimento de
probidticos aos peixes ainda ndo sao consenso entre os pesquisadores, sendo
sugerido, ao final de seus trabalhos, que mais pesquisas sejam desenvolvidas
na area.

O robalo-flecha é hoje o peixe de maior valor encontrado no mercado
varegista e, ndo ao acaso, as pesquisas devem concentrar esforcos em sua
producdo. Por haver poucos dados sobre a criacdo desta espécie em ambiente
estuarino (a maioria dos materiais enfoca a produgdo de larvas e juvenis em
laboratério) e sobre o uso de probidticos na sua alimentagéo, foi proposto o
estudo “Probiético na alimentacao de robalo-flecha criado em tanque-rede
no estuario de Cananéia-lguape” a ser submetido a revista Pesquisa
Agropecuaria Brasileira.

O lambari Astyanax sp.1, encontrado nas aguas do rio Ribeira de Iguape
e em seus afluentes, nunca foi descrito em revisbes taxondmicas. Por ter
demonstrado boas caracteristicas produtivas e haver um nicho mercadolégico
promissor de iscas-vivas na regido propds-se o estudo “Probiético na
alimentagcao e na agua de transporte de lambari para ser comercializado
como isca-viva” a ser submetido a revista Boletim do Instituto de Pesca de

Sao Paulo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Objetivou-se avaliar a influéncia da bactéria probidtica Bacillus subtilis na
criacao de Centropomus undecimalis e Astyanax sp. 1 em tanques-rede, na

regido do Vale do Ribeira, SP.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos dos regimes continuo e alternado de fornecimento de
probidtico no desempenho zootécnico, composigao corporal, burst respiratorio
e aspectos hematologicos de C. undecimalis criados em tanque-rede no

complexo estuarino de Cananéia-lguape.

- Avaliar os efeitos da oferta de probidético como aditivo alimentar (trés
concentragcbes em regime continuo de fornecimento) no desempenho
zootécnico, na composigao corporal e no burst respiratorio de Astyanax sp. 1 e
avaliar o efeito da inclusdo de duas concentragbes de probidtico na agua de

transporte dos peixes para serem comercializados como isca-viva.
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CAPITULO 1

Probiético na alimentagao de robalo-flecha criado em tanque-rede no
estuario de Cananéia-lguape
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Resumo: Obijetivou-se avaliar a influéncia da bactéria probidtica Bacillus
subtilis no desempenho zootécnico, na composi¢cdo corporal, na imunidade e
nos aspectos hematolégicos de juvenis de robalo-flecha, Centropomus
undecimalis, criados em tanques-rede em ambiente estuarino, quando ofertada
como um aditivo alimentar em esquema de fornecimento continuo ou alternado.
O experimento foi realizado no complexo estuarino de Cananéia-lguape, SP,
Brasil. Foram utilizados 12 tanques-rede de 1,0 m®. O delineamento foi
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e quatro repeticdes. A
concentracdo de B. subtilis foi de 5 x 10° UFC kg™ de racdo. O Controle néo
recebeu probiodtico, o Tratamento 1 recebeu probidtico em regime alternado de
sete dias e no Tratamento 2 o fornecimento foi em regime continuo. Foram
estocados em cada tanque-rede cinquenta e cinco peixes com médias de
comprimento de 5,90 + 0,88 cm e de peso de 1,92 + 0,28 g e alimentados por
191 dias. Foram realizadas analises zootécnicas, bromatoldgicas,
hematoldgicas e imunolégicas. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Nao houve diferengas significativas nos indices zootécnicos € na composi¢ao
corporal dos peixes tratados em relagdo ao controle. Os peixes do Tratamento
1 demonstraram incremento no burst respiratério e menor contagem total de
eritrocitos em relacdo aos outros tratamentos, enquanto que os peixes do
regime continuo ndo diferiram do controle nesses dois parametros analisados.
O uso de 5 x 10° UFC kg™ da bactéria Bacillus subtilis como aditivo na ragdo do
robalo- flecha criado em tanques-rede em ambiente estuarino ndo pdde ser
considerado como promotor de crescimento, mas funcionou como
imunoestimulante, quando adotado o regime alternado de fornecimento. Mais
pesquisas se fazem necessarias para a determinacdo da bactéria ideal e das
dosagens e regimes de fornecimento adequados para a espécie.

Palavras-Chave: Centropomus undecimalis, Bacillus subtilis, piscicultura
marinha, imunoestimulante, burst respiratorio
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Abstract: This study aimed to evaluate the influence of probiotic bacteria
Bacillus subtilis as food additive on growth performance, body composition,
immunity and hematological parameters of juvenile common snook,
Centropomus undecimalis, raised in net-cages at estuarine environment. The
probiotic was offer in continuum and alternate schedule of feeding. The
experiment was conducted in the estuarine environment of Cananéia-lguape,
SP, Brazil. Twelve net-cages (1.0 m®) in a completely randomized design with
three treatments and four replications were used. The concentration of B.
subtilis was 5 x 10° CFU kg™ of ration. The control group did not receive the
probiotic; Treatment 1 group received the probiotic at alternating feeding
schedule (seven days with probiotic and seven days without probiotic,
subsequently until the end of experiment) and Treatment 2 received the
probiotic continuously. The stoking density utilized was 55 fish per net-cage,
with a mean length of 5.90 £ 0.88 cm and mean weight of 1.92 + 0.28 g. Fish
were fed during191 days. Zootechnical, bromatological, hematological and
immunological analyses were conducted. Data were subjected to analysis of
variance and means were compared by Tukey’s test at 5% significance. There
was no significant difference at zootechnical indexes and body composition
between fishes treated and control. Fish from the treatment 1 showed an
increase in the respiratory burst values and lower erythrocyte count compared
to the other treatments, while the fish from the continuous system did not differ
from the control in these analysis. The administration of 5 x 10° CFU kg™ of B.
subtilis in snook raised in the estuarine environment could not be considered as
a growth promoter, but promote an immunostimulant effect, when fed with
alternate schedule

Key-Words: Centropomus undecimalis, Bacillus subtilis, marine fish farming,
immunostimulant, respiratory burst
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1. INTRODUGAO

Os probidticos podem ser definidos como preparagdes microbianas vivas
que promovem melhorias na saude e no bem estar dos hospedeiros
(GATESOUPE, 1999; VERSCHUERE et al., 2000; SCHEREZENMEIR and DE
VRESE, 2001). Trabalhos recentes tém estudado o seu uso na aquicultura
(BALCAZAR et al., 2007; WANG, 2007; ALY et al., 2008; DIAS et al., 2012) e
na piscicultura marinha (CARNEVALI et al., 2006; BARBOSA et al., 2011,
CAVALLI e HAMILTON, 2009; SON et al., 2009). Para Jatoba et al. (2008), o
uso de probidticos pode ser uma alternativa viavel para a diminuicdo do uso de
quimioterapicos em criagdes de organismos aquaticos.

De acordo com Aly et al. (2008), o Bacillus subtilis tem sido testado em
peixes como bactéria probidtica e demonstrou capacidade inibitoria in vitro do
crescimento de Aeromonas hydrophila e Pseudomonas fluorescens e na
alimentacao da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) estimulou a imunidade e foi
eficaz como promotor de crescimento nos animais tratados quando comparados
ao controle. DIAS et al. (2012) reportaram incremento na capacidade
reprodutiva e na atividade fagocitica de reprodutores de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentados com racao adicionada de B. subtilis na concentracao
de 10" UFC kg™

Kennedy et al. (1998), analisando o balanco microbiano em larvas de
robalo-flecha (Centropomus undecimalis), verificaram exclusdo de certas
populacdes de vibrios, melhores taxas de sobrevivéncia e incremento na
capacidade imunolégica dos animais tratados com uma cepa de B. subtilis
isolada da prépria espécie, quando comparados aos peixes controle.

A forma de administragdo, a duragéo e o regime de fornecimento de
probidticos aos peixes ainda precisam ser devidamente estudados para que
sejam definidas estratégias ideais para cada espécie e condi¢gbes de criagédo
(NAYAK, 2010). Para Merrifield et al. (2010), existem apenas duas formas
viaveis de fornecimento: via agua ou via alimentagdo. Além disso, sugerem trés
regimes de fornecimento: aplicagbes de curto prazo, somente quando
necessario; fornecimento alternado de curto prazo com e sem o preparado

microbiano e regime de aplicagdes continuas.
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O robalo é atualmente o peixe de maior valor no mercado varejista de Sao
Paulo (CEAGESP, 2013) e a deplegao de seus estoques naturais ja foi relatada no
estuario de Cananéia-lguape por Mendonga (1998) e na Flérida por Volpe (1959).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da oferta da bactéria
probiodtica B. subtilis como aditivo alimentar, em regime alternado e continuo,
no desempenho zootécnico, na composigao corporal, na imunidade e nos
aspectos hematoldgicos de juvenis de robalo-flecha (C. undecimalis) criados

em tanques-rede em ambiente estuarino.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e periodo experimental

O experimento foi conduzido no complexo estuarino de Cananéia-lguape,
no municipio de llha Comprida-SP, Brasil. (Figura 1) A regido abrange grandes
areas conservadas de manguezais, recebendo influéncia de aguas marinhas e
continentais, proveniente do aporte fluvial do rio Ribeira de Iguape e outros
cursos d’agua. Durante o ano, a salinidade pode variar de 0 a 22 ppm,
dependendo da intensidade pluviométrica (DAEE, 2011). O periodo experimental
foi de 191 dias, de junho a dezembro de 2012.

Figura 1. Local do experimento: Pedrinhas, llha Comprida-SP, Brasil
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2.2. Desenho experimental e peixes

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e quatro repeticdes. Foram utilizados 12 tanques-rede de 1,0 x 1,0 x
1,3 m, com malha de 5,0 x 5,0 mm, instalados em trés estruturas flutuantes de
2,7 x 3,0 m, construidas em madeira com flutuadores de garrafas PET

reutilizadas. O volume til de cada tanque experimental foi de 1,0 m* (Figura 2).

Figura 2. Tanques-rede experimentais instalados em flutuadores de madeira e
garrafas PET

Os juvenis de robalo-flecha, provenientes do Laboratério de Piscicultura
Marinha (LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis-
SC, foram transportados em sacos de polietiieno com oxigénio e aclimatados
no local do experimento por 45 dias. Foram estocados 55 peixes em cada
tanque-rede, com médias de comprimento de 5,90 + 0,88 cm e peso de 1,92 £

0,28 g, e alimentados duas vezes ao dia, até a saciedade aparente.
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2.3. Dietas experimentais

As dietas foram preparadas com ragao comercial para peixes, em po
(Tabela 1), umedecida com agua na proporgédo 2:1, peletizada em maquina
peletizadora experimental, seca até atingir 12% de umidade, triturada em 1,0; 2,0; e
4,0 mm em fungdo do tamanho dos peixes ao longo do experimento e aspergida
com 2% de 6leo de soja. Esta ragao foi considerada como dieta controle. A dieta
contendo probidtico foi preparada com a mesma ragdo, entretanto, logo apds a
aspersado do 6leo de soja, o B. subtilis liofilizado (cepa C-3102) foi incorporado
diretamente aos peletes, na concentragdo de 5,0 x 10° UFC kg'1 de racdo. As dietas

foram preparadas mensalmente e armazenadas em temperatura de 3 a 7 °C.

Tabela 1. Niveis de garantia da composigdo da ragdo fornecida aos robalos-
flecha durante 191dias

Niveis de garantia da ragao

Umidade (max.) % 12,0
Proteina bruta (min.) % 45,0
Extrato etéreo (min.) % 8,5
Fibra bruta (max.) % 4,5
Matéria mineral (max.) % 14,0
Calcio (min.) % 1,5
Célcio (max.) % 3,8
Fosforo (min.) % 1,0

Os peixes do tratamento controle (Controle) receberam a dieta sem
probidtico. Os peixes do tratamento 1 (T1), em regime alternado de
fornecimento, receberam a dieta com probidtico alternadamente a dieta
controle (sete dias com probittico, sete dias sem, sucessivamente). Os
peixes do tratamento 2 (T2), em regime continuo, receberam a ragao com
probidtico continuamente.

A duracdo da administragdo do probiotico no regime alternado de
fornecimento foi determinada em fungdo de dados de um estudo piloto
conduzido por Santos (comunicagédo pessoal), realizado em laboratério com
juvenis de robalo-peva (C. parallelus). Foi constatado que, durante o
fornecimento continuo de B. subtilis na alimentagéo, a atividade fagocitica
foi crescente até os sete dias, sendo que, apds este periodo, decresceu.

Desta forma foi determinado que este dado poderia ser utilizado como
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modelo para o fornecimento de probiético em regime alternado de sete dias

para C. undecimalis.

2.4, Andlises
- Analise microbioldgica das ragoes

ApoOs as dietas serem preparadas e armazenadas por 31 dias, amostras
de 100 g foram enviadas ao laboratério UNIQUIMICA-LTDA, S&o Paulo-SP,
para confirmacdo da concentracdo de B. subtilis adicionada a racdo. As
amostras foram homogeneizadas em solugao salina estéril (32%) na proporgéo
de 1:1 e levadas a banho-maria (65 °C) por 35 minutos. Apos o resfriamento,
foram realizadas quatro diluigbes seriadas (500 yL em 100 ml) e as amostras
incubadas em meio TSB (Typical Soy Broth) a 37 °C por 24 horas. Entao foi
feita a verificacdo de presenca de colbnias de B. subtilis e, em caso afirmativo,

suas contagens.

- indices zootécnicos

Os valores de comprimento total (CT), peso total individual (PT) e
sobrevivéncia (S={N° final x 100}/ N° inicial) foram mensurados durante as
biometrias inicial, intermediaria (87 dias) e final (191 dias). Os valores de
conversdo alimentar aparente (CAA=consumo de rag&do/ganho de peso) foram
obtidos a partir dos dados de fornecimento de ragdo, ganho em peso médio
(GP = peso final-peso inicial) e sobrevivéncia (S) de cada repeticdo. Foram
calculados os valores de fator de condi¢ao (K) de Fulton (Le CREN, 1951) e a
taxa de crescimento especifico (TCE = ({In peso final - In peso inicial}/tempo) x
100)) (Figura 3).
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Figura 3. Biometrias inicial (A) e final (B) de C. undecimalis, criado em tanque-
rede em ambiente estuarino na regido de Cananéia-lguape

- Composigao corporal

Ao final do desafio alimentar, dois peixes de cada parcela, foram mortos
por sedacao profunda em solugdo de benzocaina, na concentragao de 100 mg
L™ (COYLE et al., 2004) e posterior seccdo medular, identificados, congelados
inteiros e enviados ao Instituto de Tecnologia de Alimentos-ITAL/SAA-SP para
realizacédo das analises da composicao corporal. As amostras coletadas de
cada tratamento foram trituradas e homogeneizadas para determinacédo de
umidade (105°C até peso constante), extrato etéreo (Soxhlet), proteina bruta
(Kjelhdal N x 6,25) e cinzas (mufla 550°C) de acordo com os métodos
propostos pela AOAC (1984).

- Analises hematolégicas

Apos 191 dias de alimentagao, cinco peixes de cada tratamento foram
anestesiados em benzocaina (COYLE et al., 2004) e o sangue coletado por
puncdo do vaso caudal com seringas heparinizadas (Figura 4). Imediatamente
ap6s a colheita, o sangue foi utilizado para determinagcdo de: numero de
eritrécitos (RBC), contados em camara de Neubauer; hematdcrito (Ht), pelo
método do microhematdcrito; concentragdo de hemoglobina (Hb), pelo método
da cianometahemoglobina; preparacdo de extensbes sanguineas,
posteriormente coradas pelo May-Grinwald-Giemsa, segundo Rosenfeld
(1947), para contagem diferencial e total de leucdcitos e contagem de
trombdcitos, pelo método indireto, segundo Hrubec e Smith (1998). Foram
calculados os indices eritrocitarios: volume corpuscular médio (VCM) e

concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
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Figura 4. Coleta de sangue de C. undecimalis criado em tanque-rede em
ambiente estuarino na regido de Cananéia-lguape

Burst respiratorio

Ao término da coleta de amostras sanguineas, 0s mesmos cinco peixes
de cada tratamento foram mortos por sedagdao profunda em solugdo de
benzocaina, na concentracdo de 100 mg L™ (COYLE et al., 2004), seguidas por
secc¢ao medular. Foram extraidos os rins cefalicos, macerados com émbolo de
seringa em tela com malha de 50 pym e diluidos em meio de cultura RPMI-1640,
com 20% de soro fetal bovino, 0,5% de glutamina e antibiético. Em camara de
Neubauer foram contados os fagécitos de uma aliquota de 1 yL desta mistura e
entdo a diluicdo foi ajustada com o mesmo meio de cultura para atingir 1x10”
fagocitos uL™. A diluicdo ajustada foi incubada por duas horas em microplacas
de 96 pocgos (400 pL), sendo que cada amostra foi realizada em duplicata.
Apods este periodo, o sobrenadante foi descartado e cada amostra recebeu 100
pML do meio RPMI e novamente o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado em
cada poco 100 uL de solugdo com NBT (nitroazul de tetrazolio), PMA (acetato
miristato de forbol) e meio RPMI e a placa foi incubada por mais uma hora para
que as células fagocitassem o NBT. O sobrenadante foi descartado e os pogos
lavados duas vezes com 100 uL de PBS (tampao fosfato salino). Foram
adicionados 100 pyL de metanol 70% aos pogos para que houvesse a lise dos
macrofagos e assim a liberagdo dos granulos de formazan. Cento e vinte pyL de
KOH 2M mais 140 pL de DMSO (Dimetil Sulféxido) foram adicionados aos pogos
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para que houvesse solubilizagdo do precipitado. A placa foi inserida em

espectrofotdbmetro e a absorbancia lida em comprimento de onda de 630 nm.

- Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas por teste de Tukey, sendo as diferengcas consideradas
significativas quando P<0,05. Foi utilizado o software SAS (Statistical Analysis

System). Os dados estdo apresentados na forma de média + desvio padrao.
3. RESULTADOS

As analises microbioldgicas das dietas indicaram que houve recuperagéo da
bactéria B. subtilis na mesma concentracdo adicionada a ragdo que recebeu
probiético (5 x 10° UFC kg™') e que ndo houve contaminagdo na ragdo do Controle.

O uso da bactéria probidtica B. subtilis como aditivo na alimentagao do
robalo-flecha nao interferiu significativamente nos indices zootécnicos dos

peixes tratados quando comparados ao controle (Tabela 2).

Tabela 2. Valores dos indices zootécnicos do robalo-flecha, C. undecimalis,
criado em tanques-rede no estuario de Cananéia-lguape,
alimentado com ragao sem probidtico (Controle) e adicionada de
probidtico B. subtilis, em regime alternado (T1) e continuamente
(T2), durante 191 dias

Tratamento CT(cm) PT(g) GP(g) CAA TCE (%) K S (%)
Controle  97+09 79+11 60+1,1 15,4 £ 3,8 0,73+x0,7 08701 686+11,3
™ 94+09 6514 46+14 196+526 063+01 0,78+0,1 71,36+12,38
T2 10,1+0,7 87+15 68+15 126+177 0,78+0,1 0,83+0,1 70,90+ 18,8

CT= comprimento total; PT= peso total; GP= ganho em peso; CAA= conversao alimentar aparente; TCE= taxa de
crescimento especifico; K= fator de condigéo de Fulton (Le Cren, 1951); S= sobrevivéncia

Mesmo nao havendo diferencas estatisticas, houve tendéncia de
acréscimo no ganho em peso nos peixes do T2 apdos os 87 dias, se comparado
aos peixes dos outros tratamentos (Figura 3). Nenhuma alteragao significativa
foi verificada nas variaveis de composi¢cao corporal entre os tratamentos
(Tabela 3).
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Figura 3. Pesos médios de robalo-flecha (C. undecimalis), criado em tanque-
rede em ambiente estuarino na regido de Cananéia-lguape,
alimentado com ragao sem probidtico (Controle) e adicionada de
probidtico B. subtilis, em regime alternado (T1) e continuamente (T2),
durante 191 dias

Tabela 3. Valores em porcentagem das variaveis de composi¢ao corporal de
robalo-flecha, C. undecimalis, criado em ambiente estuarino, na
regidao de Cananéia-lguape, alimentado com ragdo sem probidtico
(Controle) e adicionada de probidtico B. subtilis, em regime alternado
(T1) e continuamente (T2), durante 191 dias (n=8)

Tratamento Umidade e Volateis (%) Proteinas (%) Cinzas (%) Gordura (%)

Controle 75,24 18,48 448 1,07
T1 75,46 17,43 5,41 0,73
T2 76,15 18,14 472 0,92

Dentre os parametros hematologicos, o RBC foi significativamente
menor nos peixes de T1 (Tabela 4) quando comparado como os peixes dos
outros tratamentos.

Foi verificado em T1 (P<0,05) acréscimo significativo no burst
respiratério em relagdo aos outros tratamentos, enquanto que nao houve

diferengas estatisticas entre o Controle e T2 (Figura 4).
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Tabela 4. Valores do eritograma, leucograma e trombograma de robalo-flecha,
C. undecimalis, criado em ambiente estuarino na regido de
Cananéia-lguape, alimentado com ragao sem probiético (Controle) e
adicionada de probiotico B. subtilis, em regime alternado (T1) e
continuamente (T2), durante 191 dias (n=5)

Controle T1 T2
RBC (10°uL) 4,19 + 0,33° 3,5+0,52° 4,76 + 0,6°
Hemoglobina (g dL™) 5,99 £ 0,99 5,18 £ 0,33 5,16 £ 0,48
Leucécitos (10° uL™") 24,96 + 27,1 24,07 + 23,63 23,13 +7,37
Linfocitos (10%uL™") 6,57 + 7,62 9,31 + 14,50 9,74 + 2,89
Neutréfilos (10° pL™) 12,49 + 1,23 9,33+7,73 10,63 + 7,11
Monécitos (10° uL™) 5,89 + 7,97 5,23 + 6,77 2,66 + 1,48
Trombécitos (10°uL™) 41,99 + 24,1 32,28 + 12,04 52,37 + 18,07

?b| etras diferentes na linha diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05)

1,2
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Figura 4. Valores em absorbancia (630 nm) do burst respiratdrio dos fagocitos
(107 uL™1) extraidos dos rins cefalicos de robalo-flecha, C. undecimalis,
criado em ambiente estuarino na regido de Cananéia-lguape,
alimentado com ragdo sem probiético (Controle) e adicionada de
probidtico, B. subfilis, em regime alternado (T1) e continuamente (T2),
durante 191 dias (n=5)
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4. DISCUSSAO

A confirmagdo da bactéria nas analises microbioldégicas da ragao
contendo probidtico indica que os bacilos permaneceram viaveis apés o
periodo de armazenamento e que a temperatura de 3 a 7°C foi eficiente para a
conservagao de racao adicionada de B. subtilis. Aly et al. (2008) encontraram
maior quantidade de células viaveis nas dietas contendo B. subtilis
armazenadas a 4°C quando comparadas as armazenadas a 25°C, no periodo
de até quatro semanas, confirmando o observado no presente estudo.

A auséncia de diferengas significativas para os indices zootécnicos
obtidos neste trabalho pode estar relacionada com a falta de especificidade do
bacilo em relacdo a digestibilidade e absor¢do de nutrientes em C.
undecimalis. Kennedy et al. (1998) encontraram maior sobrevivéncia em
larvas de C. undecimalis criadas em agua contendo 10° UFC ml' de B.
subtilis isolados da propria espécie quando comparado com os peixes do
controle. Carnevali et al. (2006), testando a influéncia de probi6tico em
Dicentrarchus labrax, utilizando L. delbrueckii delbrueckii isolados do proprio
D. labrax, registraram ganho em peso 81% maior nos peixes alimentados
por 59 dias com o probidtico quando comparados ao grupo controle.

Os altos valores de conversao alimentar aparente podem estar
relacionados com a forma peletizada da ragéo utilizada. Corréa et al. (2010)
encontraram altos valores de conversao alimentar (5,65) para juvenis de
robalo-peva alimentados com ragao semi-densa, que afunda lentamente,
enquanto que Souza et al. (2011) encontraram menores valores (1,5 a 2,5) com
racao extrusada, ambos com frequéncia alimentar de duas vezes ao dia.

As taxas de sobrevivéncia foram muito semelhantes entre os tratamentos.
A situacdo de confinamento e a alta densidade de estocagem imposta aos
peixes no experimento podem ter influenciado o comportamento agressivo
da espécie e contribuido para o canibalismo acentuado verificado (Figura 5).
Soligo et al. (2011) relataram taxas de sobrevivéncia em torno de 61% em
experimento com juvenis de robalo-flecha, ressaltando que o canibalismo
foi responsavel por grande parte da mortalidade, assim como o ocorrido no

presente estudo.
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Figura 5. Sinais de canibalismo em C. undecimalis criado em ambiente
estuarino na regido de Cananéia-lguape, encontrados durante o
periodo experimental (A: C. undecimalis regurgitado apds ser
predado; B: C. undecimalis morto apés predar outro individuo)

Adams e Wolfe (2006) realizaram levantamento sobre canibalismo em
robalos-flecha adultos, em ambiente natural. Concluiram que, em média, 3,6%
dos animais coletados continham outros robalos-flecha em seus estdémagos.
Verificaram também que sé houve canibalismo nos peixes capturados em
baias protegidas, enquanto que n&o houve incidéncia nos animais capturados
nas porcgdes abertas do estuario, demonstrando que o confinamento é um fator
agravante para a espécie.

Da mesma forma que o ocorrido neste trabalho, Barbosa et al. (2011) nao
verificaram diferengas estatisticas entre os valores dos indices zootécnicos e
composicao corporal dos robalos-peva do grupo controle e os tratados com L.
plantarum. Apesar de nao diferirem estatisticamente entre si, os valores dos
parametros de composi¢cao corporal apontam leve decréscimo nos teores de
proteina total e lipideos, além de pequeno incremento na quantidade de cinzas dos
peixes que receberam probidtico em regime alternado de fornecimento (T1). Isto
sugere menor acumulo de musculatura e gordura, o que também pdde ser
verificado na analise de ganho em peso médio e no K dos peixes deste tratamento,
indicando peixes com menor peso em relagdo ao comprimento.

O burst respiratorio vem sendo comumente utilizado como parametro para
dimensionar a resposta imune dos animais (COOK et al., 2003; ABREU et al.,
2009; SON et al., 2009; CEREZUELA et al., 2012). No presente estudo a analise
do burst respiratorio foi realizada com os fagdcitos extraidos dos rins cefalicos dos
peixes, em fungao destes érgaos terem sido classificados por Santos et al. (2011),
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como a principal fonte de macréfagos em C. paralellus e um importante centro
hematopoiético na espécie.

No presente estudo, os fagocitos dos peixes de T1 apresentaram maior
atividade oxidativa durante o processo de fagocitose se comparados aos outros
tratamentos, sugerindo que a administracdo de probidtico em regime alternado
estimulou a atividade fagocitica dos animais. Geng et al. (2011) verificaram
incremento no burst respiratorio de bijupira (Rachycentron canadum),
alimentados com uma combinacdo de Quitosana e B. subtilis incluidos na
racdo, quando comparado com os peixes do controle, enquanto que Dias-
Rosalez et al. (2006) e Cerezuela et al. (2012) nao encontraram diferengas
estatisticas entre Sparus aurata tratados com probidticos e os peixes do
controle.

A administragdo em regime continuo pode ter provocado redugdo na
atividade imunolégica em C. undecimalis, sendo que nos peixes do T2, mesmo
nao havendo diferencas estatisticas, proporcionou niveis mais baixos na
atividade oxidativa dos fagécitos dos rins cefalicos do que os verificados no
Controle. Segundo Merrifield et al. (2010), o wuso continuo de
imunoestimulantes em peixes pode causar diminuicdo na atividade
imunoldgica, podendo levar, em alguns casos a imunossupressao. Entretanto,
Balcazar et al. (2007) recomendaram para truta marrom (Salmo trutta) que as
proximas pesquisas se concentrem em aplicagbes continuas, por longos
periodos, para que possa haver um balango entre os microorganismos
probidticos e a microbiota intestinal do hospedeiro.

Dentre os valores hematolégicos, o RBC foi o unico que apresentou
diferencas entre os tratamentos, sendo menor em T1. Os eritrécitos sdo as
células sanguineas que contém hemoglobina, pigmento do sangue que é
responsavel pelo transporte de O, e CO,. Qualquer deficiéncia nos eritrocitos
sera traduzida por uma falta de O, nos tecidos (RANZANI-PAIVA e SILVA-
SOUZA, 2004). Esta diferenga no numero de eritrécitos pode estar relacionada
com as diferentes respostas imunoldgicas que os peixes dos tratamentos
enfrentaram. Fujimoto et al. (2009) encontraram valores de numero
eritrocitario superiores aos verificados no presente estudo (entre 5 e 6 x 10° pL),
entretanto, os dados foram coletados em robalos-flecha de vida livre,

podendo justificar as diferengas.
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Dentre os leucécitos, os neutrdfilos foram com mais frequéncia
encontrados no sangue periférico, ocorrendo entre 35 e 50%, seguido por
linfécitos e mondcitos, diferentemente do relatado por Fujimoto et al. (2009),
que verificaram maiores porcentagens de linfocitos nas contagens em robalos-
flecha adultos. Os valores absolutos de leucdocitos ndo foram diferentes
significativamente nos peixes dos tratamentos. A contagem total de
trombdcitos, o numero total de leucdcitos, mondcitos e neutréfilos foram
superiores aos valores verificados por Ranzani-Paiva et al. (2008) em C.
paralellus provenientes de tanques-rede, inoculados com Saccharomyces
cerevisiae. Entretanto, os valores de linfocitos do presente estudo estdo abaixo
dos encontrados por Ranzani-Paiva et al. (2008) e por Barbosa et al. (2011),
que encontraram médias de 50.300 mm™ linfécitos em C. parallelus
alimentados com probidtico e 35.000 mm™ no grupo controle.

O numero total de trombdcitos foi superior ao verificado por Barbosa et al.
(2011) em robalo-peva, que encontraram 6,8 x 10° L™ nos peixes controle e
12,6 x 10% uL ™" nos peixes tratados com L. plantarum. Os trombdcitos de peixes
teledsteos sdo células multifuncionais envolvidas no processo de coagulagao
do sangue e também parecem desempenhar um papel ativo na imunidade
(MESEGUER et al.,, 2002). Foi sugerido por Passantino et al. (2005) que
trombocitos em peixes ndo sdo verdadeiras células fagociticas e podem

funcionar como uma interligagao entre o sistema imune inato e o adaptativo.
5. CONCLUSAO

O uso de 5 x 10° UFC kg™ da bactéria Bacillus subtilis como aditivo alimentar
na racao do robalo-flecha criado em tanques-rede em ambiente estuarino ndo péde
ser considerado como promotor de crescimento, ndo interferindo na composicao
corporal, mas atuando como imunoestimulante e diminuindo o RBC quando
adotado o regime alternado de fornecimento. O Bacillus subtilis pode ser utilizado

como bactéria probiética em estudos posteriores com C. parallelus.
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CAPITULO 2

Probidtico na alimentagao e na agua de transporte de lambari para ser
comercializado como isca-viva
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Resumo: Objetivou-se avaliar a influéncia do probidético Bacillus subtilis como
aditivo alimentar no desempenho zootécnico, no burst respiratério, na composigcao
corporal do lambari, Astyanax sp.1, e verificar sua eficacia na resisténcia dos
peixes se adicionado a agua de transporte. O experimento foi realizado em 12
tanques-rede de 1,0 m? instalados em um viveiro de 600 m?. O delineamento foi
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e quatro repeticdes. Os alevinos
(3,0 = 0,5 cm) foram estocados na densidade de 80 peixes m™ e alimentados por
59 dias, sem probiético (C), com 5 x 10° UFC kg™ (T1) e com 10 x 10° UFC kg™
(T2) de B. subtilis nas dietas. Apds o periodo de tratamento, os mesmos peixes
foram submetidos ao teste de resisténcia ao transporte em sacos de polietileno na
densidade de cinco peixes L™, com ou sem a adigdo de 0,5 x 10° UFC L™ de B.
subtilis na agua, totalizando seis novos tratamentos com quatro repeti¢cdes. Os
dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de significancia. O probidtico n&o interferiu nos valores dos indices
zootécnicos e no burst respiratério, entretanto os peixes de T2 apresentaram maior
acumulo de proteinas e matéria seca na carcaca do que os peixes dos outros
tratamentos. A oferta de 5 x 10° UFC kg”' de B. subtilis como aditivo alimentar
aumentou o tempo de sobrevivéncia dos peixes nas embalagens e diminuiu a
concentragdo de amobnia total na agua. A inclusdo de 0,5 x 10° UFC L' de
probiético na agua de transporte ndo demonstrou resultados satisfatérios. Para o
transporte e comercializacao desta espécie em sacos de polietileno, recomenda-se
ofertar como aditivo alimentar 5 x 10° UFC kg™ de B. subtilis na racdo dos peixes
durante todo o ciclo produtivo. Este é o primeiro relato de estudo em cativeiro desta
espécie.

Palavras-chave: Astyanax sp. 1, Bacillus subtilis, transporte de peixe, promotor de
crescimento, imunoestimulante, estresse

Abstract: This study aimed to evaluate the influence of the probiotic, Bacillus
subtilis, as a feed additive on grow performance, respiratory burst and body
composition of Astyanax sp.1, and also verify its effectiveness in the resistance of
the fish wen the probiotic is added to transport water. The experiment was carried
out in 12 cages of 1.0 m® installed in a tank of 600 m?, in a completely randomized
design with three treatments and four replications. The fingerlings (3.0 £ 0.5 cm)
were stocked at 80 fish m™ and fed for 59 days with no probiotic (C), with 5 x 10°
CFU kg™ (T1) and 10 x 10° CFU kg™ (T2) of B. subtilis in the diets. After the 59
days of feeding, fish were submitted to transportation resistance challenge test in
polyethylene bags at a density of five fish L™, with or without the addition of 0.5 x
10° CFU L™ of B. subtilis in water, totaling six new treatments with four replications.
Data were subjected to analysis of variance and means were compared by Tukey
test at 5% significance. The probiotic did not affect the values of the growth
performance and the respiratory burst, although the fish T2 showed higher
accumulation of dry matter and protein than fish from other treatments. The
administration of 5 x 10° CFU kg™ of B. subtilis as a food additive increased the
survival time of fish in transportation test and decreased the concentration of total
ammonia in the water. The inclusion of 0.5 x 10° CFU L™ of probiotic in water
transport not showed satisfactory results. To transportation and marketing of this
type in polyethilene bags, it is recommended offer 5 x 10° CFU kg™ of B. subtilis in
the diet of fish during the entire production cycle. This is the first report of raise and
transporting of this species.

Key word: Astyanax sp. 1, Bacillus subtilis, fish transport, growth promoter,
immunostimulant, stress
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1. INTRODUGAO

Os probidticos vém sendo estudados na aquicultura como promotores de
crescimento, imunoestimulantes, redutores de estresse, substitutos aos
tratamentos quimioterapicos, estimulantes reprodutivos e condicionadores de
agua de criagdo e transporte de peixes (BOYD and MASSAUT, 1999;
CARNEVALI et al., 2006; WANG, 2007; ALY et al., 2008; RAJ et al., 2008;
CARVALHO et al, 2009; BARBOSA et al., 2011; DIAS et al, 2012;
MOHAPATRA et al., 2012.)

DIAS et al. (2012) observaram incremento na capacidade reprodutiva, na
atividade fagocitica e na resisténcia ao estresse em reprodutores de matrinxa
(Brycon amazonicus) alimentados com ragdo contendo Bacillus subtilis.
Kennedy et al. (1998), em larvas de Centropomus undecimalis, verificaram
exclusdo de populagdes de vibrios, melhores taxas de sobrevivéncia e
incremento na capacidade imunoldgica dos peixes tratados com uma cepa de
B. subtilis isolada da propria espécie, quando comparados aos peixes controle.

As espécies de peixes nativas pertencentes ao género Astyanax,
popularmente conhecidos como lambaris, possuem bons atributos zootécnicos,
sao bastante conhecidos e apreciados em todo o territério nacional e possuem
nichos mercadoldgicos ainda pouco explorados, como a produgao para isca-
viva (SUSSEL, 2012). Entretanto, as taxas de mortalidade durante o transporte
e o periodo de armazenamento até a comercializagdo causam perdas para os
comerciantes. De acordo com Lim et al. (2003), as embalagens de polietileno
vém sendo utilizadas com sucesso no transporte e comercializagao de peixes
vivos desde 1950. Raj et al. (2008) verificaram maiores taxas de sobrevivéncia
em Catla catla tratadas com probidtico durante o transporte em sacos de
polietileno. Na literatura, s&o raros os estudos envolvendo imunoestimulantes
ou probidticos em Astyanax (MIRANDA, 2012).

Os lambaris da espécie Astyanax sp. 1 ainda nao foram classificados em
revisdes taxondmicas. O primeiro registro da espécie foi realizado por Oyakawa
et al. (2006), em levantamento ictiolégico nos riachos da Mata Atlantica. Séao
peixes de pequeno porte que habitam rios, riachos e lagoas sempre em baixas
altitudes (até 50 m), onde se alimentam de larvas terrestres e insetos que caem
na superficie da agua (OYAKAWA et al., 2006). Atingem a primeira maturagao

sexual em aproximadamente 90 dias em condicdes de cativeiro, com oito

41



centimetros de comprimento para os machos, que apresentam espiculas na
nadadeira anal quando maduros sexualmente, e dez centimetros para as
fémeas, que demonstram o ventre abaulado em fungcdo da maturagcdo dos
ovécitos nas gbnadas (observagdo pessoal). Estas caracteristicas também
podem ser observadas em A. altiparanae e A. bimaculatus (AGOSTINHO et al.,
1984; GARUTTI, 2003).

Com este trabalho objetivou-se avaliar diferentes concentragcbes de B.
subtilis como aditivo alimentar no desempenho zootécnico, no burst
respiratério e na composigcao corporal do lambari Astyanax sp.1 criado em
cativeiro e verificar a eficacia do probidtico na resisténcia ao transporte e
armazenamento dos peixes em sacos de polietieno para serem
comercializados como isca-viva. Este é o primeiro relato de criagcdo e

transporte desta espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Primeira etapa: desafio alimentar, desempenho zootécnico,

composicao corporal e burst respiratoério

2.1.1 Local do experimento e peixes

O estudo foi realizado na estagao de piscicultura da APTA-Pélo Regional
do Vale do Ribeira, no municipio de Pariquera Agu-SP, Brasil, entre janeiro e
abril de 2013, em um viveiro escavado de 600 m?.

Os alevinos de Astyanax sp. 1, com peso médio de 0,3 + 0,1 g e
comprimento médio de 3,0 £+ 0,5 cm, provenientes de desova natural, foram
estocados em 12 tanques-rede de 1,0 x 1,0 x 1,0 m, com malha de 5,0 x 5,0 mm,
na densidade de 80 peixes m™ (Figura 1). Foi montado um sistema de
recirculagdo de agua com bomba submersa dentro do viveiro, onde, em cada
tanque-rede, foi disposta uma tubulacdo com torneira, responsavel pelo controle
da renovagao de agua, sendo taxa de renovagao de agua semelhante em todos

os tanques-rede (200 L h™")
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Figura 1. Local do experimento e disposicdo dos tanques-rede experimentais
na criagcao de lambari Astyanax sp. 1

2.1.2. Delineamento e dietas experimentais

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, com trés
tratamentos e quatro repeticdes. Cada tanque-rede foi considerado como uma
repeticdo. As dietas oferecidas aos peixes foram preparadas com racao
comercial extrusada para peixes (Tabela 1), com peletes entre 2,0 e 2,8 mm,
aspergida com 2% de 6leo de soja. Esta ragdo foi considerada como dieta
controle e foi oferecida aos peixes do tratamento C. As dietas contendo
probiético foram preparadas logo apds a aspersdo do 6leo na ragado. O B.
subtilis (cepa C-3102) foi incorporado diretamente a ragéo, na concentragao de
5 x 10° UFC kg’ para o tratamento 1 (T1) e 10 x 10° UFC kg para o
tratamento 2 (T2). As dietas foram preparadas a cada 30 dias e armazenadas

em temperatura de 3 a 7°C.
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Tabela 1. Niveis de garantia da composig¢ao da ragao fornecida aos lambaris
Astyanax sp. 1 durante 59 dias

Niveis de garantia da racao

Umidade (max.) % 11,0
Proteina bruta (min.) % 40,0
Extrato etéreo (min.) % 9,0
Fibra bruta (max.) % 4,0
Matéria mineral (max.) % 14,0
Célcio (min.) % 1,5
Calcio (max.) % 3,8
Fosforo (min.) % 0,1

Os peixes foram alimentados por 59 dias, duas vezes ao dia, até a

saciedade aparente, as 09:00 e as 16:00 h.

2.1.3. Andlises
- Analises quimicas e fisicas da agua

As coletas de dados foram realizadas uma vez por semana, sempre no
mesmo horario, as 9:00 horas, nas quais foram medidos, em campo, os valores
de oxigénio dissolvido (mg O,D L") e temperatura da agua (°C) utilizando-se
oximetro digital YSI 550 A, e transparéncia da agua (cm), por meio de disco de
Secchi. Amostras de agua foram coletadas com auxilio de garrafa de Van Dorn
para determinagédo da alcalinidade total (mg CaCO3 L'1), por meio de titulacio
com acido forte (GOLTERMAN et al., 1978); potencial hidrogenidnico, com
medidor de pH digital HANNA-21 e condutividade elétrica (uS cm™), utilizando-
se condutivimetro de bancada ADAMO C-150.

- Andlise microbiolégica das ragoes

ApoOs as dietas serem preparadas e armazenadas por 31 dias, amostras
de 100 g foram enviadas ao laboratério UNIQUIMICA-LTDA, S&o Paulo-SP,
para confirmacdo da concentracdo de B. subtilis adicionada a racdo. As
amostras foram homogeneizadas em solugdo salina estéril (32%) na
proporgdo de 1:1 e levadas a banho-maria (65 °C) por 35 minutos. Apds o
resfriamento, foram realizadas quatro diluicbes seriadas (500 yL em 100 mL

de solugdo salina) e as amostras incubadas em meio TSB (Typical Soy
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Broth) a 37 °C por 24 horas. Entédo foi feita a verificagdo de presenca de

colonias de B. subtilis e, em caso afirmativo, suas contagens.

- indices zootécnicos

Os valores de comprimento total (CT), peso total (PT) e sobrevivéncia
(S) foram mensurados durante as biometrias inicial e final (59 dias) (Figura 2).
Os valores de conversao alimentar aparente (CAA =consumo de ragao/ganho
de peso) foram obtidos a partir dos dados de fornecimento de ragédo, ganho em
peso médio (GP=peso final-peso inicial) e sobrevivéncia (S= {N° final x 100}/
N inicial) de cada repetigdo. Foram calculados os valores de fator de condig&o
(K) de Fulton (Le CREN, 1951) e a taxa de crescimento especifico (TCE = ({In

peso final - In peso inicial}/tempo) x 100)).

s o

Figura 2. Biometrias inicial (A) e final (B) de Astyanax sp 1, utilizados em
experimento com B. subtilis

- Composigao corporal

Ao final do desafio alimentar, cinco peixes de cada repeticao foram
mortos por sedacgao profunda em solugcado de benzocaina, na concentragao de
100 mg L™ (COYLE et al., 2004) e posterior secgdo medular, identificados,
congelados inteiros e enviados ao Instituto de Tecnologia de Alimentos-
ITAL/SAA-SP para realizagdo das analises da composi¢gdo corporal. As
amostras coletadas de cada tratamento foram moidas, homogeneizadas e
analisadas em triplicata para determinacdo de umidade (105°C até peso
constante), extrato etéreo (Soxhlet), proteina bruta (Kjelhdal N x 6,25) e cinzas

(mufla 550°C) de acordo com os métodos propostos pela AOAC (1984).
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- Burst respiratorio

Cinco peixes de cada repeti¢do foram mortos por sedag¢édo profunda em
solugdo de benzocaina, na concentragdo de 100 mg L (COYLE et al., 2004).
Foram extraidos os rins cefalicos, macerados com émbolo de seringa em tela
com malha de 50 um (Figura 3) e diluidos em meio de cultura RPMI-1640, com
20% de soro fetal bovino, 0,5% de glutamina e antibiético. Em camara de
Neubauer foram contados os fagécitos de uma aliquota de 1 pL desta mistura
(Figura 3) e entédo a diluigéo foi ajustada com o mesmo meio de cultura para
atingir 1x107 fagécitos pL™". A diluicdo ajustada foi incubada por duas horas em
microplaca de 96 pogos (400 uL), sendo que cada amostra foi realizada em
duplicata. Apds este periodo, o sobrenadante foi descartado e cada amostra
recebeu 100 yL do meio RPMI e novamente o sobrenadante foi descartado.
Entéo foi adicionado em cada pogo 100 pL de solugdo com NBT (nitroazul de
tetrazélio), PMA (acetato miristato de forbol) e meio RPMI e a placa foi
incubada por mais uma hora para que as células fagocitassem o NBT. O
sobrenadante foi descartado e os pogos lavados duas vezes com 100 uL de
PBS (tampéo fosfato salino). Foram adicionados 100 yL de metanol 70% aos
pogos para que houvesse a lise dos macréfagos e assim a liberagdo dos
granulos de formazan. Cento e vinte yL de KOH 2M mais 140 yL de DMSO
(Dimetil Sulféxido) foram adicionados aos pogos para que houvesse
solubilizagéo do precipitado. A placa foi inserida em espectrofotémetro e a

absorbéancia lida em comprimento de onda de 630 nm.

Figura 3. Fotografia em A mostrando o rim cefalico de Astyanax sp.1 em
peneira com abertura de malha de 50pym. Fotomicrografia em B
mostrando nas setas fagocitos de rim cefalico de Astyanax sp. 1
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2.2. Segunda etapa: resisténcia ao transporte e armazenamento como

isca-viva

2.2.1. Desenho experimental

Nesta etapa foram utilizados os mesmos peixes que compuseram o teste
anterior. Apos a biometria final, os peixes de C, T1 e T2 foram mantidos em jejum
por 24 h e 80 peixes por tratamento (20 de cada repeticdo) foram capturados
aleatoriamente e dispostos em trés aquarios de 50 L com aeragao constante (um
aquario para cada tratamento) até o momento da embalagem.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3 X 2. Foram preparadas 24 embalagens de polietileno (tipo
saco) de seis litros (35,0 x 25,0 cm), com dois litros de agua de pogo artesiano
(temperatura: 19,4°C; oxigénio dissolvido: 9,15 mg L™; pH: 6,5; condutividade
elétrica: 159,6 mS cm™"; alcalinidade: 96 mg CaCOsL™"; aménia <0,05 mg L™).
Dos 80 peixes de C, T1 e T2, 40 foram embalados com 0,5 x 10° UFC L™ de
B. subtilis adicionados diretamente a agua, e os outros 40 em embalagens
sem o probidtico.

Cada embalagem foi considerada como uma repeticdo e recebeu 10

peixes, totalizando seis novos tratamentos com quatro repeticées (Tabela 2)

Tabela 2. Concentracdes de probidtico utilizadas nos tratamentos

Concentragoes de B. subtilis utilizadas nas dietas e na agua de transporte

Sem probidtico na ragéo e na agua (Controle)
Sem probiético na ragdo e 0,5x10° UFC L™ de agua (TA)
5x10° UFC kg™ de ragdo e sem probidtico na agua (TB)
5x10° UFC kg™ de ragdo e 0,5x10° UFC L' de agua (TC)
10x10° UFC kg™ de ragdo e sem probidtico na agua (TD)
10x10° UFC kg™ de ragdo e 0,5x10° UFC L' de agua (TE)

Dentro de cada embalagem foi injetado oxigénio puro até a saturagao e
os sacos foram fechados com borracha elastica de modo que nao houvesse
vazamento (Figura 4). A densidade média de estocagem dos lambaris nas

embalagens foi de 55,5 + 5,4 g L. No ato do fechamento dos sacos, o horario
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foi anotado na etiqueta de identificagcdo para que o tempo de sobrevivéncia

fosse posteriormente mensurado.

Figura 4. Processo de embalagem de Astyanax sp. 1 para desafio de
resisténcia ao transporte, com e sem probiético na alimentagéo e na
agua

2.2.2. Andlises

- Resisténcia ao transporte e tempo de sobrevivéncia nas embalagens
Apos o fechamento, as embalagens foram acondicionadas em caixas de

isopor, cobertas com lona e transportadas em carroceria de veiculo automotivo

utilitario por 80 km, sendo metade em estrada nédo pavimentada, simulando o

trajeto do local de produgao até a revenda de iscas-vivas (Figura 5).
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Figura 5. Transporte de Astyanax sp. 1 com e sem probidtico na alimentacéo e
na agua

Apods o transporte, as caixas foram dispostas em ambiente sombreado,
simulando o periodo de comercializacdo. Foi realizada a verificacdo de
mortalidade a cada 60 minutos. Os instantes letais de 10% (IL1o= 1peixe) e de
50% (ILso= 5 peixes) em todas as repetigcdes foram anotados para célculo do
tempo de sobrevivéncia (nUumero de horas decorridas desde o momento da
embalagem até o instante letal verificado). Os peixes foram considerados
mortos quando ja ndo apresentavam movimentagao opercular. No instante da

quinta morte, a embalagem foi aberta para as analises de agua (Figura 6).

- Anadlise de agua

No momento da abertura das embalagens (ILso) o pH foi verificado com
peagametro digital e uma amostra de 150 mL da agua de cada repeticao foi
coletada, armazenada a 4° C por 24 h e submetida a analise de amoénia total no

laboratorio de limnologia do Instituto de Pesca de Sao Paulo.
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Figura 6. Acompanhamento dos instantes letais de Astyanax sp. 1, apds o
transporte com e sem probidtico na alimentagéo e na agua

2.3. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas por teste de Tukey, sendo as diferengcas consideradas
significativas quando P<0,05. Foi utilizado o software SAS (Statistical
Analysis System). Os dados estdo apresentados na forma de média + desvio

padrao.
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3. RESULTADOS

3.1. Primeira etapa

Os parametros fisicos e quimicos médios da agua mensurados durante
a primeira fase do experimento foram: Temperatura: 26,6 °C; Oxigénio
dissolvido: 5,98 mg L'1; Transparéncia: 24,16 cm; pH: 6,2; Alcalinidade: 24,33
CaCO; mg L"; Condutividade Elétrica: 52,5 mS cm™.

As analises microbiolégicas das dietas que receberam probidtico
indicaram que houve recuperagao nas mesmas concentracdes adicionadas da
bactéria B. subtilis (5 x 10° UFC kg e 10 x 10° UFC kg™) e que ndo houve
contaminagao na dieta controle.

O uso de B. subtilis como aditivo na alimentacdo do lambari nao
interferiu  significativamente nos indices zootécnicos dos peixes tratados

quando comparados ao C (Tabela 3).

Tabela 3: Valores dos indices zootécnicos de Astyanax sp. 1 alimentados durante
59 dias com racdo sem probiético (C), com 5 x 10° UFC kg™ (T1) e 10
x 10° UFC (T2) de Bacillus subtilis na ragao

Trat. PT (g9) CT (cm) GP (g9) CAA TCE (%) K S (%)
Cc 1131+117 887+0,26 11,01+1,177 1,16+0,14 6,14+0,18 1,61+0,11 84,06 + 5,81
T1 10,88+0,81 8,84+022 10,58+0,81 1,14+0,07 6,08+0,13 1,57+0,03 8593514
T2 11,09+1,48 8,79+0,34 10,79+1,48 1,10+0,08 6,10+0,22 1,62+0,08 87,18 +5,24

PT= peso total; CT=comprimento total; GP= ganho em peso; CAA=conversao alimentar aparente
K= fator de condi¢éo de Fulton (Le Cren, 1951); TCE=taxa de crescimento especifico; S= sobrevivéncia

Os peixes de T2, que receberam 10 UFC kg'1 de probidtico na ragao
acumularam significativamente mais proteina corporal se comparados com o0s
peixes dos outros tratamentos. O teor de matéria seca também foi maior nos

peixes deste tratamento (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores de composi¢cdo corporal de Astyanax sp. 1 alimentados
durante 59 dias com ragdo sem probiético (C), com 5 x 10° UFC kg™
(T1) e 10 x 10° UFC (T2) de Bacillus subtilis na racdo

Trat. Matéria Seca (%) Extrato Etéreo (%) Proteina Bruta (%) Cinzas (%)

Cc 34,13 +0,39° 15,35+ 0,21 14,72 +0,42° 3,52+ 0,11
™ 33,63 + 0,34 15,30 £ 0,41 14,44 +0,22° 3,27 +0,12
T2 35,1 +0,00° 15,84 £ 0,06 16,79 + 0,597 3,45+0,12

| etras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey p<0,05

Nao houve diferengas estatisticas no burst respiratério dos fagocitos
extraidos dos peixes tratados com probidtico em relagdo ao verificado nos

fagocitos dos peixes controle (Figura 7).
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Figura 7. Valores de absorbancia (A) lidos em espectrofotdbmetro (630 nm) da
analise do burst respiratério de 10’ pL™' fagdcitos extraidos dos rins
cefélicos de Astyanax sp. 1 alimentados durante 59 dias com ragéo
sem probistico (C), com 5 x 10° UFC kg™ (T1) e 10 x 10° UFC (T2) de
Bacillus subtilis na ragao

3.2. Segunda etapa

Os peixes de TB resistiram melhor as condigcbes de armazenamento e
transporte e demoraram significativamente mais para apresentarem a primeira
morte (IL1p). O menor tempo de sobrevivéncia foi observado em TD, com ILg
inferior aos observados em TB e TE, porém néo diferindo estatisticamente dos
outros tratamentos. Para o ILsp, TB se mostrou com valores mais altos que TE

e TD, sendo este ultimo menor que todos os outros tratamentos (Tabela 5).

52



Tabela 5: Instantes letais médios e desvios-padrao da primeira (IL1p) € quinta
mortes (ILso) de Astyanax sp. 1 nos diferentes tratamentos

Concentragdes de B. subtilis utilizadas nas dietas e na

agua de transporte IL1o (h) ILso (h)
Sem probidtico na ragdo e na agua (Controle) 37,94 + 12,77 108,55 + 3,18%°
Sem probidtico na ragéo e 0,5x10° UFC L™ de agua (TA) 34,42 + 15,20 101,21 + 23,80%
5x10° UFC kg'1 de racéo e sem probiético na agua (TB) 84,36 + 13,68° 118,66 + 10,16°
5x10° UFC kg™ de ragdo e 0,5x10° UFC L™ de &gua (TC) 27,28 + 14,47°° 107,56 + 0,34
10x10° UFC kg™ de ragao e sem probiético na agua (TD) 16,21 £1,77° 57,8 £ 4,43°
10x10° UFC kg™ de ragéo e 0,5x10° UFC L' de agua (TE) 57,16 + 29,29° 88,68 + 23,12°

abc

Letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey p<0,05

A concentracdo de ambnia total na agua de transporte foi
significativamente mais elevada em TD quando comparada com TA e TB
(Figura 8). O pH mais basico foi encontrado em TE, enquanto que a agua com

maior acidez foi a de TD. (Figura 9)

Amonia total IL 50
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Figura 8: Valores médios e desvios padrao dos valores de amoénia total da agua
de transporte de Astyanax sp. 1 no ILsg, armazenados em sacos de
polietileno, sem Bacillus subtilis na agua de transporte e na ragao
(Controle); com 0,5 UFC L™ de probidtico na agua de transporte e
sem probidtico na ragao (TA); sem probiético na agua de transporte,
com 5 x 10° UFC kg™’ de probidtico na racdo (TB); com 0,5 UFC L™
de probidtico na agua de transporte, com 5 x 10° UFC kg"' de
probiético na ragado (TC); sem probidtico na agua de transporte,
com 10 x 10° UFC kg™ de probidtico na ragéo (TD); com 0,5 UFC L™
de probidtico na agua de transporte e 10 x 10° UFC kg' de
probiético na ragao (TE)
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Figura 9: Valores médios e desvios padrao dos valores de pH da agua de
transporte de Astyanax sp. 1 no ILsp, armazenados em sacos de
polietileno, sem Bacillus subtilis na agua de transporte e na ragao
(Controle); com 0,5 UFC L™ de probidtico na agua de transporte e
sem probidtico na ragao (TA); sem probiético na agua de transporte,
com 5 x 10° UFC kg™' de probidtico na racdo (TB); com 0,5 UFC L™
de probidtico na agua de transporte, com 5 x 10° UFC kg’ de
probiético na ragdo (TC); sem probidtico na agua de transporte,
com 10 x 10° UFC kg™ de probiético na ragdo (TD); com 0,5 UFC L de
probidtico na agua de transporte e 10 x 10° UFC kg™ de probidtico na
racao (TE)

4. DISCUSSAO
4.1. Primeira etapa

Os parametros de qualidade de agua medidos durante todo o periodo
experimental estdo dentro dos recomendados por Garutti (2003) para a criagéo
do lambari-do-rabo-amarelo (A. altiparanae) e nao interferiram nos resultados
zootécnicos. Os tanques-rede experimentais foram instalados dentro de um
mesmo viveiro, desta forma as variagdes quimicas e fisicas da agua foram
comuns a todas as repeticoes.

A confirmagdo da bactéria nas analises microbiolégicas das racoes
contendo probidtico indica que os bacilos permaneceram viaveis apdés o
periodo de armazenamento de 30 dias e que as temperaturas entre 3 e 7°C se
mostraram eficientes para a conservacao de ragao adicionada de B. subtilis.

Aly et al. (2008) encontraram maior quantidade de células viaveis nas dietas
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contendo B. subtilis armazenadas a 4°C quando comparadas as armazenadas
a 25°C, no periodo de até quatro semanas, confirmando o observado no
presente estudo.

A auséncia de diferengas significativas entre as médias dos parametros
zootécnicos dos diferentes tratamentos indica que o B. subtilis ofertado
continuamente como aditivo alimentar nas concentragdes de 5 x 10° e 10 x 10°
UFC kg™ de racdo ndo atuou como promotor de crescimento para Astyanax
sp. 1. Souza et al. (2010) e Barbosa et al. (2011), testando a influéncia de L.
plantarum em robalo-peva (C. paralellus), também nao verificaram diferengas
nos indices zootécnicos. Ja Carnevali et al. (2006), testando a influéncia de
probiético em Dicentrarchus labrax, utilizando L. delbrueckii delbrueckii isolados do
proprio D. labrax, registraram ganho em peso 81% maior nos peixes alimentados
com o probidtico quando comparados ao grupo controle. O probiético utilizado nao
foi desenvolvido especificamente para a espécie, ao contrario do testado por
Carnevali et al. (2006), e nao atuou como promotor de crescimento dos peixes
como observado em outros trabalhos cientificos.

Os valores médios de sobrevivéncia encontrados estdo muito proximos
aos verificados por Sussel (2012) para A. altiparanae criados em tanques-rede.
Nao houve diferengas significativas entre as taxas de sobrevivéncia dos
diferentes tratamentos, contrastando o relatado por Aly et al. (2008) que
registraram maior sobrevivéncia em Oreochromis niloticus tratados com B.
subtilis quando comparados aos peixes do controle.

As taxas de conversao alimentar (CAA) proximas de 1, observadas em
todos os tratamentos, demonstram que a eficiéncia alimentar foi alta e que o
aproveitamento da ragao foi elevado. Sussel (2012), em experimento com A.
altiparanae, observou taxas de conversdo alimentar médias de 1,64, utilizando
ragcbes com 26% de proteina bruta (PB). A concentragdo de PB de 40%
utilizada nas dietas do presente estudo pode ter estimulado o crescimento dos
peixes e melhorado a conversao alimentar, justificando as diferengas entre os
dois trabalhos. Vilela e Hayashi (2001) encontraram para A. bimaculatus (A.
altiparanae) valores de conversao semelhantes aos verificados neste estudo,
contudo utilizaram alimentagdo com 45% de PB e densidades mais baixas. E

possivel que Astyanax sp. 1 seja mais eficiente na conversédo dos alimentos
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do que A. altiparanae, sendo necessarios estudos comparativos entre as
duas espécies.

Aos 59 dias, os peixes do presente estudo apresentaram médias de
comprimento de 88 mm. Garutti (2003) encontrou para A. altiparanae criados
durante 56 dias, na densidade de 233 peixes m?, em viveiros escavados,
peixes com média de comprimento de 60 mm. Sussel (2012) utilizou densidade
de 450 peixes m™> em tanques-rede e obtiveram, aos 63 dias, A. altiparanae
com 70,9 mm. Costa (2012) testou em tanques-rede densidades de 300, 450 e
600 peixes m™ e verificou que a menor densidade foi a que proporcionou maior
crescimento e ganho em peso. A baixa densidade de estocagem utilizada no
presente estudo (80 peixes m'3) pode ter ocasionado maior crescimento
quando comparado aos trabalhos descritos anteriormente.

O maior acumulo de proteina corporal e a menor umidade verificados nos
peixes de T2 indicam que os peixes deste tratamento foram mais eficientes no
aproveitamento dos ingredientes protéicos disponibilizados na racao ofertada,
assim como observou Miranda (2012) em A. altiparanae alimentados com
levedura de cerveja. A maior atividade microbiana nos peixes deste tratamento,
em funcdo da maior concentragao de probidtico ofertada, proporciona melhor
aproveitamento de vitaminas e aminoacidos essenciais da dieta (DALL and
MORIARTY, 1983), aumentando a sintese de proteinas nos peixes de T2 e seu
acumulo na carcacga. Entretanto, ndo houve influéncia deste resultado no ganho
em peso dos animais tratados.

Maiores teores proteicos sao favoraveis quando se preconiza o destino do
pescado a alimentagdo humana ou de peixes carnivoros. No norte do pais,
algumas espécies de lambaris sdo utilizadas para a extragdo de Ooleo
(GARUTTI, 2003), neste caso, peixes com maiores teores de gordura seriam
desejaveis. Mello (2012) encontrou maiores valores de proteina total € menores
teores lipidicos em O. nilloticus tratados com B. subfilis e B. cereus quando
comparados aos peixes controle. Entretanto, alguns estudos que relacionam a
composig¢ao corporal com a inclusdo de probidticos na dieta dos animais nao
encontram correlagdes positivas (BARBOSA et al., 2011).

O resultado do teste do burst respiratério indicou que a oferta continua de
5x 10° e 10 x 10° UFC kg™ de B. subtilis na ragéo ndo estimulou a atividade

oxidativa dos fagocitos extraidos dos rins cefélicos dos peixes. Segundo
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Merrifield et al. (2010), o uso continuo de imunoestimulantes em peixes causa
diminuigao na atividade imunoldgica e, em alguns casos, imunossupressao. No
presente estudo, pdde-se verificar que, mesmo nao havendo diferencgas
significativas, os peixes tratados com probiotico apresentaram um decréscimo
na atividade oxidativa durante a fagocitose quando comparados aos peixes
controle. Os desvios mais altos observados nos peixes que receberam B.
subtilis indicam que houve maior variagdo na capacidade dos fagocitos de
realizarem a oxidagao, enquanto que os fagécitos extraidos dos peixes controle
demonstraram maior homogeneidade na oxidagédo das particulas fagocitadas.
Em situacéo de criagao, lotes de peixes homogéneos sé&o preconizados.

Assim como o observado no presente estudo, Dias-Rosalez et al. (2006)
e Cerezuela et al. (2012) ndo encontraram diferengas estatisticas entre os
valores do burst respiratério dos fagocitos de Sparus aurata tratados com
probiodticos e os peixes do controle. Entretanto, Geng et al. (2011) verificaram
incremento no burst respiratério do bijupira (Rachycentron canadum),
alimentado com uma combinac¢ao de quitosana e B. subtilis incluidos na racéo,
quando comparado com os peixes do controle. Cook et al. (2003) também
relatam incremento na atividade respiratoria dos fagocitos dos rins cefalicos de
Pargus aurata alimentados com R-glucano quando comparadas com o controle.
Merrifield et al. (2010) sugerem que as aplicagdes de probidticos em curto
periodo ou em regime alternado de fornecimento podem ser mais eficientes
como imunoestimulantes do que quando ofertados continuamente, contudo
mais pesquisas sd0 necessarias para a confirmagcdao do melhor regime de

fornecimento para as diferentes espécies e condi¢des de criagao.

4.2. Segunda etapa

As pesquisas em transporte de peixes vivos tém preconizado a redugao
do estresse pelo controle das taxas metabdlicas e degradacdo dos residuos
nitrogenados durante o transporte, mas raramente focam seus esforgos em
melhorar a resisténcia dos peixes antes do processo de embalagem (LIM et al.,
2003). O uso de probidticos em peixes ja demonstrou diminuir o estresse
durante a criagdo (ROLLO et al., 2006; TAOKA et al., 2006), aumentar a
sobrevivéncia e melhorar as condigbes da agua durante o transporte (RAJ et
al., 2008; CARVALHO et al., 2009).
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No presente estudo, no decorrer do desafio, foi evidente a
hiperexcitabilidade e a perda de equilibrio dos animais antes de cessarem os
batimentos operculares, citados por Twitchen and Eddy (1994) como os
principais sintomas de intoxicagcdo aguda por aménia em peixes. Os altos
indices de aménia total na agua podem ter sido a principal causa das mortes e
estdo relacionados n&do somente aos residuos metabodlicos dos peixes, mas
também a decomposicdo dos animais mortos. Martinez et al. (2006)
encontraram toxicidade aguda de aménia total para A. altiparanae com CLsy de
5,51 mg L'1, sendo que os valores de amoénia total média foram dez vezes
maiores no momento do ILsg de Astyanax sp. 1 no presente estudo,
demonstrando a elevada tolerancia da espécie.

A adicdo de 5 x 10° UFC kg™ de B. subtilis na ragdo e a néo inclusdo de
probidtico na agua de transporte em TB foi a combinagdo que demonstrou o
maior tempo de sobrevivéncia (IL19) observado entre todos os tratamentos e foi
diretamente proporcional ao menor acumulo de aménia verificado na agua das
embalagens. E possivel que esta concentragdo de probidtico na ragéo,
fornecida anteriormente ao desafio, tenha melhorado a digestibilidade dos
alimentos antes do jejum, diminuindo a producdo de metabdlitos e seu
acumulo na agua de transporte, reduzindo o estresse e aumentando a
sobrevivéncia dos peixes.

Os niveis mais altos de amdnia total e a maior acidez na agua foram
encontrados em TD e sao proporcionais ao menor tempo de sobrevivéncia
verificado nos peixes deste tratamento. Merrifield et. al (2010) ressaltam que a
concentracio de probidtico fornecida € um fator importante a ser considerado e
que mais ensaios do tipo dose-resposta devem ser realizados para se
compreender os efeitos adversos de probidticos quando mal administrados. A
adicdo de 10 x 10° UFC kg™ nas dietas combinada com a no inclusdo do
probiotico na agua de transporte pode ter aumentado os processos metabdlicos
e a respiragao celular, elevando a concentracdo de aménia na agua e de CO;
na atmosfera das embalagens, consequentemente diminuindo o pH da agua.
De acordo com Lim et al. (2003), o fator limitante para um sistema de
transporte de peixes vivos é a deterioragcdo da qualidade da agua de transporte

devido ao acumulo de residuos metabdlicos.
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A inclusao de B. subtilis na agua de transporte proporcionou aumento
do IL1o em 30 horas e do ILsp em 43 horas nos peixes que receberam 10 x
10° UFC kg™ na racgdo (TE). Raj et al. (2008), utilizando na agua de transporte
o probidtico comercial composto de B. subtilis, B. licheniformis, L. acidophilus e
Saccharomyces cerevisia, observaram aumento na sobrevivéncia de Catla
catla tratados antes e durante o transporte, quando comparados ao controle.
Entretanto, a inclusdo do probidtico na agua das embalagens dos peixes que
receberam 5 x 10° UFC kg™ na racéo diminuiu o IL1o em 57 horas e o ILso em
11 horas. E possivel que a concentragdo de 5 x 10° UFC kg™ na racéo tenha
sido a ideal e que a inclusao do probidtico na agua tenha causado disturbios
nos peixes, diminuindo o tempo de sobrevivéncia.

As embalagens de polietileno demonstraram no presente estudo ser uma
boa alternativa para o transporte de iscas-vivas. O tempo de primeira morte de
84,33 h observado em TB indica que, em situagdes praticas, o produtor poderia
entregar as embalagens com as iscas-vivas para as revendas na véspera do
final-de-semana e os lambaris continuariam vivos por ao menos trés dias, se

adotada a mesma metodologia de produgao reproduzida neste estudo.

5. CONCLUSAO

A adigdo de Bacillus subtilis na ragao fornecida ao lambari Astyanax
sp.1, nas concentragdes utilizadas, ndo altera o desempenho zootécnico e a
atividade oxidativa dos fagdcitos (burst respiratério) dos peixes. Quando ofertado
na concentracdo de 10 x 10° UFC kg proporciona maior acimulo de proteina
corporal.

O fornecimento de 5 x 10° UFC kg™ de B. subtilis como aditivo alimentar
aumentou o tempo de sobrevivéncia dos peixes nas embalagens e diminuiu a
concentracdo de aménia total na agua. A inclusdo de 0,5 x 10° UFC L™ de
probiotico na agua de transporte ndo demonstrou resultados positivos.

Para o transporte e comercializacdo desta espécie em sacos de
polietileno, recomenda-se ofertar como aditivo alimentar 5 x 10° UFC kg™ de B.

subtilis na ragao dos peixes durante todo o ciclo produtivo.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Robalo-Flecha

A criagdo de robalos no Brasil ainda esta distante de alcangar a
viabilidade econdémica, muito em funcdo dos problemas de crescimento e
reprodugao das espécies, mas também por falta de pesquisas com a produgao
em campo.

Com este trabalho foi possivel gerar conhecimento sobre as condigdes
de uma unidade produtiva em ambiente estuarino, onde os fatores capazes de
influenciar a produtividade do empreendimento sao determinantes para o
sucesso da atividade. Em laboratério, quando se controlam todas as variaveis
ambientais para que o peixe responda ao que esta sendo testado, pode-se
superestimar ou subestimar o desempenho produtivo da espécie. Em campo,
onde as variagcbes de maré, salinidade, temperatura, transparéncia e
luminosidade sao intensas, onde ha constante pressdo de predadores
externos, possibilidade de acidentes com embarcag¢des ou objetos flutuantes,
onde a incrustacdo € um dos principais problemas de producido, demandando
trocas mensais de panagens, o desempenho dos peixes ndo é o mesmo do
que o citado na literatura para condigdes laboratoriais. Todos estes fatores,
entre diversos outros, acabam por retardar o crescimento dos peixes.

Entretanto, deve-se considerar que o ambiente estuarino apresenta
algumas vantagens em relagao aos laboratérios. A constante presenga de
organismos que podem complementar a alimentacdo dos robalos é benéfica.
Durante algumas operagbes de manejo, foi possivel verificar nos peixes
maiores a ingestao de caranguejos e siris.

A independéncia de fontes energéticas para a oxigenagcao e renovagao
de agua também ¢é um fator vantajoso. Nao sao raros os relatos de
experimentos que deram errado devido a mortalidade apds queda no
fornecimento de energia. Contudo, a permanéncia de alevinos muito pequenos
diretamente no ambiente estuarino, sem controle de temperatura e velocidade
de marés, certamente colabora para o baixo desempenho da espécie. E mais
seguro manter os peixes em sistema controlado até atingirem 30 g de peso e,

ai sim, transferi-los aos tanques-rede.
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O canibalismo acentuado, verificado durante todo o periodo
experimental, foi a principal causa de mortalidade no experimento. Triagens
constantes se fazem necessarias para separagao dos peixes por classes de
tamanho, para que os maiores ndo se alimentem dos menores. No
experimento, esta pratica ndo foi possivel em fungcdo dos diferentes
tratamentos e da indisponibilidade de espago e tanques-rede. Peixes com a
mesma classe de tamanho ndo demonstraram este comportamento canibal.

Durante o periodo de aclimatacdo, foram oferecidas aos peixes duas
ragcdes com peletes de 1,0 mm e 45% de proteina bruta, sendo uma extrusada
e a outra peletizada. Os peixes ndao demonstraram atividade alimentar na
superficie, dando preferéncia pela racdo peletizada, sendo esta a escolhida
para compor os desafios alimentares.

A conversao alimentar elevada encontrada neste estudo nao representa
realmente o potencial desta espécie e da dieta ofertada. Muitos peletes foram
perdidos pela sua caracteristica de rapido afundamento, sendo que, em
laboratério, esses peletes seriam retirados e descontados do calculo de
fornecimento de ragdo. A transparéncia da agua influenciou nesta situagao,
onde nao era possivel saber, algumas vezes, se os peixes tinham efetivamente
ingerido a racdo. A forca das marés, em alguns casos, também dificultou a
permanéncia dos peletes dentro do tanque-rede.

A oferta de probidtico aos peixes de forma continua parece ser uma
alternativa interessante, uma vez que, mesmo sem diferencas estatisticas,
promoveu maior ganho em peso e melhores taxas de conversao alimentar nos
animais. As proximas pesquisas envolvendo probiéticos e robalos-flecha devem
se concentrar em isolar bactérias do préprio trato intestinal dos peixes criados
em ambiente estuarino, para verificar se a especificidade hospedeiro/probidtico
influencia na eficiéncia da bactéria como promotora de beneficios para a
espécie. Testes do tipo dose-resposta devem ser conduzidos para verificacdo
da melhor concentracao bacteriana para os peixes. Pesquisas voltadas para
a atividade produtiva também devem ser conduzidas, principalmente em
manejo dos peixes, materiais para tanques-rede e combate a incrustracao,

foto-exposi¢éo, alimento vivo, rejeito de pesca, entre outras.
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Lambari (Astyanax sp. 1)

Os lambaris sao peixes bastante conhecidos pelos pescadores
amadores na regiao do Vale do Ribeira, que o procuram por sua esportividade,
pelo sabor de sua carne e pela possibilidade de utiliza-lo como isca-viva.
Entretanto, este foi o primeiro relato de criagdo e manejo desta espécie em
cativeiro. Apesar de ser uma espécie nativa, abundante na regiao e de facil
manejo reprodutivo, ainda ndo houve interesse por parte dos criadores em
utiliza-la como alternativa de renda.

Esta espécie demonstrou em cativeiro ter um 6timo potencial produtivo,
chegando a idade de comercializagdo como isca-viva aos 75 dias, em média.
Se o produtor adquirir os alevinos com 3,0 cm o tempo de engorda até atingir
8,0 cm vai de 45 a 60 dias. Pode-se entdo programar quatro despescas por
ano em um unico viveiro.

Outro aspecto interessante € que este lambari, como a maioria das
espécies deste género, desova sem indugdao hormonal, podendo-se formar
plantéis de reprodutores dentro da prépria propriedade, efetuando a desova
naturalmente dentro dos viveiros. Durante todo o ano foram observadas
desovas nos viveiros da APTA-Pélo Regional Vale do Ribeira.

O comércio de iscas vivas na regiao € uma atividade desordenada, sem
padréo e geralmente beirando a informalidade. O intuito de realizar o trabalho
de resisténcia da espécie ao transporte e a comercializagdo em embalagens de
polietileno foi de tentar criar uma tendéncia na atividade comercial de iscas-
vivas. Produzir uma espécie nativa, ao invés de coleta-la no ambiente traz
inumeras vantagens n&o sO6 ambientais, mas também sociais. Uma cadeia de
atividades é gerada, criando trabalho e movendo a economia local.

Normalmente o comércio de iscas-vivas depende dos coletores
extrativistas (e da disponibilidade ambiental para que as iscas sejam
capturadas) e de uma revenda, que normalmente se traduz em marinas ou
atravessadores. As iscas ficam expostas em caixas, baldes, aquarios ou
tanques. O comprador leva um recipiente para transporta-las e o vendedor
captura, aleatoriamente, a quantidade que Ihe foi pedida. O comércio em
embalagens de polietileno pode diminuir o estresse no momento do transporte
e da selegdo, pois o peixe viaja sempre dentro do mesmo recipiente e o

vendedor ndo precisa manusea-lo no momento da selecdo. O tamanho dos
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peixes pode ser padronizado dentro das embalagens, evitando o contato
manual desnecessario com os animais. O tempo de até 3 dias para ocorrer a
primeira morte, verificado neste estudo, demonstra que este método € bastante
interessante, tanto para o comerciante quanto para o consumidor, que poderia
transportar as iscas por longos periodos.

O Bacillus subtilis ofertado continuamente na alimentagdo, se mostrou
eficiente para aumentar a resisténcia dos animais a este periodo dentro das
embalagens, mas nao foi muito interessante na agua de transporte. Sugere-se
que pesquisas nesta area devam ser efetuadas, assim como com regimes
alternados de fornecimento, com outras espécies bacterianas e outras

concentragdes na alimentac&o e na agua.
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