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RESUMO GERAL

A microbiota intestinal dos peixes apresenta grande influéncia na
qualidade de vida destes animais. Uma composicdo microbiana bem
estabelecida melhora as respostas imunologicas contra microrganismos
patogénicos, além de conferir melhor digestdo dos nutrientes. O objetivo do
trabalho foi comparar a diversidade ecoldgica bacteriana obtida de intestinos
de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), provenientes de distintas regides do
Brasil (sul, sudeste e nordeste) e relacionar com o ambiente e sistema de
criacdo dos peixes. Para tanto, o intestino médio foi coletado em pisciculturas
comerciais, nos municipios de Toledo - PR, Santa Fé do Sul — SP e Paulo
Afonso — BA, totalizando 90 amostras intestinais. O DNA bacteriano, presente
no intestino, foi extraido, purificado e amplificado por PCR. Os amplicons
obtidos foram separados por Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE), resultando em um gel para as amostras de cada cidade. Os géis
foram escaneados e analisados em software especifico. A analise de
agrupamento foi representada com a construgcdo de um dendograma para se
observar as distancias entre as diferentes amostras. Parametros ecologicos
foram calculados e comparou-se o indice de diversidade de Shannon, riqueza,
habitabilidade e equitabilidade entre as amostras dos trés géis. Observou-se no
dendograma que a maioria das amostras coletadas em Toledo apresentaram
apenas 7,7% de similaridade com a estrutura da comunidade microbiana
intestinal dos peixes provenientes de Paulo Afonso e Santa Fé do Sul. As
amostras provenientes de Paulo Afonso obtiveram maior indice de diversidade,
sendo estatisticamente diferente daquelas de Toledo. O indice de
habitabilidade das amostras de Toledo foi estatisticamente diferente das
amostras de Paulo Afonso e Santa Fé do Sul. A riqueza nado foi diferente
estatisticamente (P>0,05) entre as amostras obtidas das trés cidades e para
Paulo Afonso, Santa Fé do Sul e Toledo, foram encontrados, respectivamente,
um total de 18, 22, 24 Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs). Por
ultimo, a equitabilidade foi significativamente maior nas amostras obtidas em
Paulo Afonso. Portanto, a microbiota intestinal se altera, dependendo do local e
sistema (tanque-rede e viveiro escavado) em que as tilapias sédo cultivadas.

Palavras chave: Microbiota, DGGE, peixe, ecologia microbiana, bactéria.
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ABSTRACT

The fish intestinal microbiota has a great influence on these animals
quality of life. A well-established microbial composition improves immune
responses against pathogenic microorganisms, as well as improving digestion
of nutrients. This work aimed to compare the bacterial ecological diversity from
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) intestines collected from different regions of
Brazil (south, southeast and northeast) and its relationship to environment and
raise system. Thus, the medium intestine, of 90 fish, was collected from
different commercial farms, in Toledo - PR, Santa Fé do Sul - SP and Paulo
Afonso — BA cities. DNA of all bacteria harboring in fish gut was extracted,
purified and amplified by PCR. The obtained amplicons were separated by
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), resulting in a gel for the
samples of each city. The gels were scanned and analyzed by specific
software. The cluster analysis was represented by the construction of a
dendogram to observe the distances between the different samples. Ecological
parameters were calculated and the Shannon diversity index, richness,
habitability and equitability were compared between samples of the three gels.
It was observed that the majority of samples collected in Toledo presented only
7.7% similarity in relation to fish intestinal bacteria community from Paulo
Afonso and Santa Fé do Sul. Samples from Paulo Afonso showed higher
(P<0.05) diversity index, than Toledo. The habitability index from Toledo
samples was statistically different from Paulo Afonso and Santa Fé do Sul. The
richness did not present statistical difference (P>0.05) between the three cities
and for Paulo Afonso, Santa Fé do Sul and Toledo, were found, respectively, a
total of 18, 22, 24 Operational Taxonomic Units (OTUs). Finally, the equitability
of Paulo Afonso samples was significantly higher than other cities. Therefore,
the intestinal microbiota changes, depending on the region (city) and system
(net cage and excavated pond) in which tilapias are reared.

Key words: Microbiota, DGGE, fish, microbial ecology, bacteria.



INTRODUGAO GERAL

Na aquicultura, a microbiota intestinal ndo existe como uma entidade
isolada, mas apresenta uma constante interagdo com o meio ambiente e &
influenciada pelas condi¢des de alimentacdo (NEDOLUHA; WESTHOFF, 1997,
SCHIFFRIN; BLUM, 2002; EL-HAROUN et al., 2006; TAPIA-PANIAGUA et al.,
2010; BERMUDEZ-BRITO et al., 2012; MCDONALD et al., 2012; CARDA-
DIEGUEZ et al., 2014; GIATSIS et al., 2015; GIVENS et al., 2015), sendo
importante determinar a composicdo da microbiota dos peixes e, os efeitos dos
diferentes fatores que podem altera-la (TAPIA-PANIAGUA et al., 2010).

A gestdo inadequada do manejo na aquicultura, pode causar estresse
no peixe e ocasionar surtos de doencgas (DEL'DUCA et al., 2015). No caso da
tilapia, a composicdo bacteriana do intestino é constituida também por
patdgenos facultativos, que em condicbes de estresse podem originar
epizootias (AL-HARBI e UDDIN, 2004; 2005; DEL'DUCA et al., 2015;
MARCUSSO et al., 2015). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) 2016, a tilapia € a espécie mais criada no Brasil,
representando 219,33 mil toneladas (45,4%) despescadas no pais.

MARCUSSO et al. (2015) discorrem sobre infecgdes causadas pela
bactéria Streptococcus agalactiae, em tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).
De acordo com estes autores, uma mudanga na zona de conforto térmico
destes peixes, pode facilitar a infec¢cao por esta bactéria. Isso ocorre, pois afeta
a homeostase, que requer estabilidade na composicdo da microbiota
(SCHIFFRIN; BLUM, 2002).

A estabilidade da microbiota intestinal representa uma resisténcia
natural as infecgdes causadas por microrganismos patogénicos (RINGO et al.,
2003; WU et al., 2010). O hospedeiro pode desencadear diferentes respostas
aos patogenos, e estas apresentam especificidade, dependendo da espécie do
microrganismo que coloniza seu trato digestivo (RAWLS et al., 2004; TAPIA-
PANIAGUA et al., 2010).

Segundo SCHIFFRIN e BLUM (2002), existem dois mecanismos para
estabilizar a microbiota intestinal: (i) interagdo bactéria-bactéria, que através da
producdo de acidos graxos de cadeia curta, consumo de O, ou modificagdes
no potencial redox, criam ecossistemas que s&o apropriados para alguns



géneros de bactérias, mas hostil para outros. Adicionalmente, fatores como a
producdo de compostos antimicrobianos ou a competicdo pelos receptores na
camada do muco intestinal s&o relevantes na colonizagdo intestinal; (ii)
interagdo hospedeiro-bactéria, que atua na regulagédo das fungdes intestinais e
maturagdo do intestino. Dessa forma, a diversidade de bactérias desempenha
um papel importante nos ecossistemas microbianos (TAPIA-PANIAGUA et al.,
2010).

No intestino dos peixes, a microbiota intestinal pode apresentar
diferentes fungbes de acordo com os habitos alimentares destes animais
(CLEMENTS et al.,, 2014; GIVENS et al., 2015). Por exemplo, CARDA-
DIEGUEZ et al. (2014) demonstraram que a composicdo da microbiota
autoctone, presente no muco intestinal de robalo europeu, Dicentrarchus
labrax, varia conforme a dieta. Porém, o género bacteriano mais representativo
foi Dysgonomonas, envolvida na digestdo de material vegetal, presente nas
dietas testadas. PEDROTTI et al. (2015) relataram que um maior numero de
bactérias amiloliticas e celuloliticas estava presente no intestino da tilapia do
que do jundia, Rhandia quelen. Os autores concluiram que a alimentacéo,
baseada em plantas e algas da tilapia, pode influenciar nesta microbiota, em
comparag¢ao com o jundia, que € um onivoro oportunista.

Ainda, o funcionamento do sistema imunoldgico esta relacionado com a
microbiota intestinal. RAWLS et al. (2004) relataram a presengca de genes
envolvidos na imunidade inata do peixe-zebra, Danio rerio como resposta da
microbiota intestinal. Segundo estes autores, a angiogenina, uma proteina
antibidtica, € regulada pela microbiota intestinal neste peixe. Comentam ainda
que, devido a auséncia de uma resposta imune adaptativa até o estagio juvenil
do peixe-zebra, a colonizacdo de espécies bacterianas no intestino pode ser
importante para manter a sua saude durante esta fase da vida.

Portanto, monitorando a comunidade microbiana, € possivel saber o
quanto um parametro ambiental estd modificando-a ao longo do tempo
(FROMIN et al., 2002). O estado fisioldgico, disturbios e surtos de doengas
podem ser melhor estudados a partir do conhecimento da microbiota intestinal
(AL-HARBI e UDDIN, 2005; WU et al., 2010). Em termos epidemiolégicos e
ecologicos, € importante a investigagdo da microbiota intestinal de peixes para
promover a sanidade aquicola (WELSH e McCLELLAND, 1990) e evitar

2



epizootias devido ao estresse (AL-HARBI e UDDIN, 2004; 2005; DEL'DUCA et
al., 2015; MARCUSSO et al., 2015).

Neste contexto, estudou-se a ecologia microbiana presente no intestino
de tilapia-do-nilo (O. niloticus), entre trés diferentes regides brasileiras: Sul,
Sudeste e Nordeste. Segundo dados do IBGE 2016, a regido Sudeste e Sul
apresentaram um aumento da producio total de peixes de 12,7% e 13,1%,
respectivamente, no ano de 2015. Toledo apresentou despesca de 5,80 mil
toneladas de tilapia, permanecendo na quarta posi¢do no ranking da produgéo
deste peixe, seguida por Santa Fé do Sul (IBGE, 2016). O estado da Bahia
produziu de 10 a 20 milhées de peixes, prevalecendo o cultivo de tilapias
(IBGE, 2016). Dessa forma, os resultados gerados levam ao conhecimento da
microbiota intestinal de tilapia-do-nilo em regides representativas na producao
deste peixe no Brasil.



OBJETIVO GERAL

Comparar a microbiota existente no intestino da tilapia-do-nilo (O.
niloticus) entre trés diferentes cidades: Toledo — PR, Santa Fé do Sul — SP e
Paulo Afonso — BA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Relacionar diversidade, riqueza, equitabilidade e habitabilidade da
microbiota dos peixes com o sistema de criagao;
* Verificar possiveis fatores que influenciam na abundéancia bacteriana da

microbiota dos peixes provenientes de cada cidade.
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CAPITULO 1

DIVERSIDADE BACTERIANA DO INTESTINO DE TILAPIA-DO-NILO
(Oreochromis niloticus), PROVENIENTE DE DIFERENTES REGIOES DO
BRASIL

Artigo redigido nas normas da Revista “Aquaculture International”
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Diversidade bacteriana do intestino de tilapia-do-nilo (Oreochromis

niloticus), proveniente de diferentes regidoes do Brasil
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RESUMO

A microbiota intestinal dos peixes apresenta grande influéncia na qualidade de
vida destes animais. O objetivo do trabalho foi comparar a diversidade
ecologica bacteriana obtida de intestinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), proveniente de distintas regides do Brasil (Sul, Sudeste e Nordeste).
O intestino médio foi coletado em pisciculturas comerciais, nos municipios de
Toledo - PR, Santa Fé do Sul — SP e Paulo Afonso — BA, totalizando 90
amostras intestinais. O DNA bacteriano, presente no intestino, foi extraido,
purificado e amplificado por PCR. Os amplicons obtidos foram separados por
Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE), resultando em um gel
para as amostras de cada cidade. As distancias entre as diferentes amostras
foi visualizada por um dendograma. Comparou-se o indice de diversidade de
Shannon, riqueza, habitabilidade e equitabilidade entre as amostras dos trés
géis. As amostras coletadas em Toledo apresentaram baixa similaridade
(7,7%) em relagdo as de Paulo Afonso e Santa Fé do Sul. As amostras
provenientes de Paulo Afonso obtiveram maior indice de diversidade, sendo
estatisticamente diferente das amostras obtidas dos peixes de Toledo. A
habitabilidade das amostras de Toledo foi estatisticamente diferente de Paulo
Afonso e Santa Fé do Sul. A riqueza nao foi diferente estatisticamente (P>0,05)
entre as trés cidades e para Paulo Afonso, Santa Fé do Sul e Toledo, foram
encontrados, respectivamente, um total de 18, 22 e 24 Unidades Taxondmicas
Operacionais (UTOs). Por ultimo, a equitabilidade foi significativamente maior
nos intestinos de peixes provenientes de Paulo Afonso. Portanto, a regido e o
sistema de criacao de tilapias (tanque-rede e viveiro escavado) podem exercer
uma influéncia na microbiota intestinal.

Palavras chave: Bactéria, DGGE, diversidade, ecologia microbiana,

microbiota.



ABSTRACT

The fish intestinal microbiota has a great influence on these animals
quality of life. The objective of this work was to compare the bacterial ecological
diversity obtained from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) intestines from
different regions of Brazil (South, Southeast and Northeast). The medium
intestine, of 90 fish, was collected from different commercial farms, in Toledo -
PR, Santa Fé do Sul - SP and Paulo Afonso — BA cities. Bacteria DNA
harboring in fish gut was extracted, purified and amplified by PCR. The
obtained amplicons were separated by Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE), resulting in a gel for the samples of each city. The
distances between the different samples were observed by a dendogram. The
Shannon diversity index, richness, habitability and equitability were compared
between the samples of the three gels. The samples collected in Toledo
presented low similarity (7.7%) in relation to those collected in Paulo Afonso
and Santa Fé do Sul. Samples from Paulo Afonso have had the higher diversity
index, being statistically different from Toledo. Toledo samples habitability was
statistically different from Paulo Afonso and Santa Fé do Sul. The richness did
not present statistical difference (P>0.05) between the three cities and for Paulo
Afonso, Santa Fé do Sul and Toledo, were found, respectively, a total of 18, 22
and 24 Operational Taxonomic Units (OTUs). Finally, the equitability of Paulo
Afonso samples was significantly higher. Therefore, the region and the rearing
system (net cage and excavated pond) may exert an influence on the intestinal
microbiota.

Key words: Bacteria, DGGE, diversity, microbial ecology, microbiota.



INTRODUGAO

A microbiota intestinal € composta principalmente por bactérias
(SPANGGAARD et al., 2000; POND et al., 2006), que colonizam o intestino
logo ap6s o nascimento ou incubacédo de diversos vertebrados (STEVENS e
HUME, 1998; SCHIFFRIN e BLUM, 2002). Estudos recentes investigaram a
microbiota intestinal de diferentes animais, pois esta ndo existe como uma
entidade isolada, mas exerce distintas fungdes no hospedeiro e, pode fornecer
informagdes de como o ambiente que o animal esta inserido, esta modulando
sua composi¢ao (SCHIFFRIN e BLUM, 2002; EL-HAROUN et al., 2006).

Dentre as importantes funcbes da microbiota intestinal em peixes,
podemos destacar a digestibilidade dos alimentos. De acordo com os
diferentes habitos alimentares, o intestino dos peixes pode ser colonizado por
distintas espécies bacterianas (CLEMENTS et al., 2014; GIVENS et al., 2015;
PEDROTTI et al., 2015). SUGITA e ITO (2006) demonstraram que a maioria
das bactérias intestinais de linguado, Paralichthys olivaceus, era do grupo
Vibrio scophthalmi-Vibrio ichthyoenteri e da espécie Vibrio fischeri. Estas
bactérias produzem quitinase, importante na digestdo da quitina presente na
fonte de alimento destes peixes. MCDONALD et al. (2012) relataram sobre a
presenca de bactérias intestinais capazes de degradar celulose, em cascudo
panaque ou royal, Panaque nigrolineatus.

Outra funcédo da microbiota intestinal é a protecdo do hospedeiro contra
patdgenos. A colonizagdo do intestino por um agente patogénico pode ser
prevenida pelas interagdes entre o patdégeno e a microbiota intestinal (MARTIN-
ANTONIO et al., 2007). Isso ocorre por meio de mecanismos de exclusdo
competitiva (GOMEZ e BALCAZAR, 2008). As bactérias endégenas competem
por nutrientes e podem modular a expressdo de genes no trato digestivo,
criando um habitat favoravel para si (BALCAZAR et al., 2006).

No caso da tilapia, a composicdo bacteriana do intestino é constituida
também por patdégenos facultativos. Por exemplo, AL-HARBI e UDDIN (2004)
encontraram algumas bactérias intestinais que podem afetar tilapias mais
severamente, como: Streptococcus sp., Aeromonas hydrophila e
Flavobacterium sp. DEL'DUCA et al. (2015), utilizando a técnica de hibridizagao

in situ fluorescente (FISH), identificaram que a espécie bacteriana mais
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abundante no intestino de tilapias saudaveis, cultivadas em sistema semi-
intensivo, foi Pseudomonas fluorescens. SAKATA et al. (1984) relataram que
em tilapias doentes predominou-se este mesmo género bacteriano.

Devido as mudancas na composi¢cdo bacteriana que podem ocorrer
pelos fatores descritos acima, muitos trabalhos vem analisando a microbiota
intestinal e técnicas mais avangadas tém sido desenvolvidas. A PCR-DGGE é
uma técnica molecular que permite a analise da diversidade microbiana,
presente em determinada amostra. Produtos da PCR podem ser separados de
acordo com o comportamento de desnaturacdo do DNA, em funcdo da
quantidade e distribuicdo das bases G e C (MYERS et al., 1985; FROMIN et
al.,, 2002). A técnica permite a analise simultdnea de muitas amostras,
advindas de diferentes ambientes e ajuda na compreensdo de quanto a
estrutura de uma comunidade microbiana pode ser afetada por qualquer
alteragdo ambiental (FROMIN et al., 2002).

Diante deste cenario, objetivou-se comparar a diversidade ecoldgica
bacteriana de intestinos de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, provenientes
das regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil. Em seguida, relacionar riqueza
(numero de diferentes espécies na amostragem), equitabilidade (uniformidade
das espécies), diversidade (combinagdo da riqueza e equitabilidade) e
habitabilidade (o quanto um ambiente & habitavel) de bactérias intestinais com

0 ambiente e sistema de criagdo dos peixes.
MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencgéo do intestino das tilapias

Os exemplares de tilapias foram coletados em pisciculturas comerciais,
nos municipios de Toledo — PR (TLD), no més de dezembro de 2016, onde
realiza-se a producdo em viveiro escavado, com sete peixes por m?, aeracdo
constante e pouca renovagéo de agua; Santa Fé do Sul — SP (SFS), no més de
agosto de 2016, localizadas no reservatorio de llha Solteira (Rio Parana),
producdo em sistema de tanques-rede (3,0 x 3,0 x 1,8 m), com 267 peixes por
m® e 40 kg/m> de densidade de estocagem média final na fase 1; e Paulo
Afonso — BA (PA), no més de abril de 2016, localizadas nos reservatoérios de

11



Moxoté e Itaparica (Rio Sdo Francisco), produgao em tanques-rede circular (3
m de didmetro x 2 m de profundidade), com densidade média final de 120
kg/m® de peixes na fase 1 (Figura S1 e S2). Estas cidades foram escolhidas
por serem locais representativos na producgao de tilapia no Brasil.

Segundo o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) e Climatempo, a
temperatura média do ar de Paulo Afonso e Toledo nos meses de coleta foram,
respectivamente, 26,2°C e 23,4°C. Segundo o Centro de Pesquisas
Metereoldgicas e Climaticas da UNICAMP, Santa Fé do Sul apresentou
temperatura meédia de 23,3°C, no més de coleta.

Os peixes coletados em Toledo, Santa Fé do Sul e Paulo Afonso
apresentavam peso meédio de 75,5 g, 220,3 g e 238,4 g, respectivamente. Os
mesmos foram anestesiados com eugenol (100 mg/L) e mortos por secc¢ao
medular. Alcool 70% foi borrifado na superficie do peixe para
descontaminagéo, coletado o intestino mediano (Figura S3), que foi transferido
para criotubos de 2,0 mL e conservados em nitrogénio liquido. Em Paulo
Afonso, onde né&o foi possivel levar o botijdo de nitrogénio, o intestino foi
armazenado em 500 puL de RNA later®. No laboratério, os intestinos foram

armazenados a -80°C.
2.2 Extracdo de DNA e purificagdo

Foram utilizadas 30 amostras intestinais por cidade, totalizando 90
amostras. Uma por¢cdo de 150 mg do intestino de cada amostra foi
descongelada e macerada com um pistilo estéril. O DNA bacteriano foi extraido
de acordo com a metodologia descrita por MARTINEZ et al. (1998), onde
adicionou-se ao intestino macerado 300 pL de tamp&o de ressuspensao (Tris-
HCI 0,1M, EDTA 0,1M e NaCl 0,01M), 300 pyL de tampao de lise (Tris-HCI
0,1M, EDTA 0,1M, NaCl 0,01M, SDS 1%) e 35 pyL de proteinase K (150
mg/mL). As amostras foram incubadas a 55°C, por duas horas. Posteriormente,
foi adicionado 190 pyL de NaCl 6M, incubou-se em gelo por 10 min e
centrifugou-se as amostras a 9.500 g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo e adicionou-se a mesma quantidade de
isopropanol frio. As amostras foram centrifugadas a 9.500 g, por 10 min, a 4°C,
descartado o sobrenadante e ao pellet obtido foi adicionado 500 yL de etanol
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70% frio. Centrifugou-se novamente, a 9.500 g, por 5 minutos, a 4°C para que
o DNA ressuspendido precipitasse. O sobrenadante foi descartado e deixou-se
secar o pellet em temperatura ambiente. Ao DNA extraido adicionou-se 100 uL
de agua ultrapura, esterilizada e livre de DNAses e RNAses.

Foi realizada a confirmacéo visual da presenca de DNA nas amostras,
em eletroforese (100V por 35 minutos — tampao TBE 1x) em gel de agarose
(1%, peso/volume), contendo corante Unisafe Dye (20.000X) e observagao sob
luz ultravioleta. Como padréo de peso molecular foi utilizado DNA ladder 1 kb
(Uniscience). A concentracdo de DNA foi determinada a partir das medidas de
absorbancia, considerando o resultado da relacdo Agzeo/Azso entre 1,8 e 2,0
como adequados.

Para seguir com a purificagdo das amostras, foi adicionado 1 yL da
solugdo de RNAse A (10 mg/mL em 0,01M de acetato de sddio) em 20 yL da
solugdo de DNA extraido, e incubadas a 37°C, por 30 minutos. Em seguida,
adicionou-se 2 pL de acetato de sédio 3M esterilizado (pH 5,2), 46 pL de
isopropanol frio e incubou-se a -20°C, por 10 min. As amostras foram
centrifugadas a 9.500 g, por 10 min. O sobrenadante foi descartado, o pellet
lavado com 500 pL de etanol 70% frio e centrifugado a 9.500 g, por 5 min. O
etanol foi descartado e o pellet seco em temperatura ambiente. Adicionou-se
de 40 pL a 200 pL de agua ultrapura esterilizada e livre de DNAses e RNAses.
A confirmagao visual e a concentracdo de DNA purificado foram determinadas
como descrito acima. As amostras de DNA foram diluidas até uma
concentrag&o de 20 a 100 ng/pL.

2.3 Analise por PCR-DGGE

A amplificagdo foi realizada por meio da técnica da PCR, utilizando o
corante de deteccdo Sybr Green e primers 16S DNAr bacteriano, como
utilizados nos trabalhos de STEINUM et al. (2009), TAPIA-PANIAGUA et al.
(2011) e CEREZUELA et al. (2012), com a seguinte sequéncia: 677R-GC
(5'CGGGGCGGGGGCACGGGGGGATMTCTACGCATTTCACCGCTAC-3') e
309-F (5'ACTCCTACGGGAGGCWGCAG-3'). A amplificagcéo foi realizada em
placa de 96 pocos. Cada pogo, com capacidade para 0,2 mL, continha 9 yL da
amostra de DNA purificado e 11 pyL da solugdo para PCR: 10 pyL de 2x Sybr
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Green supermix e 1 yL do mix de primer de concentragao 10 uM. Os ciclos
foram realizados em termociclador CFX96 Real Time System da seguinte
forma: 1 ciclo de 95 °C durante 2 min, 38 ciclos de 95 °C durante 30 s, 56°C
durante 30 s, 68°C durante 30 s, e um ciclo final de 72°C durante 5 min. A
confirmagdo dos amplicons obtidos foram analisadas por meio do CFX
Manager software e gel de agarose 1% (100V por 35 minutos — tampao TBE
1x).

Os produtos da PCR obtidos foram separados por DGGE, utilizando o
equipamento DCode TM System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA,
Figura S4). Um gel de 8% de poliacrilamida (37,5:1 bisacrilamida com
dimens&do de 18 cm x 18 cm x 0,01 cm) foi confeccionado, contendo um
gradiente desnaturante de 30 a 55% de ureia e formamida em direcdo a
eletroforese. A solugdo 100% desnaturante foi preparada com 7M ureia e 40%
v/v de formamida deionizada (Tabela S1 e S2). Um total de 4 pyL de produto da
PCR e 2 pyL de tamp&o de corrida foram aplicados nos pogos do gel e
submetidos a eletroforese durante 16 h, a 85V, em tampao TAE 0,5X (20mM
Tris base, 10mM de acido acético, 0,5mM de EDTA [pH 8,0]), a temperatura
constante de 60°C. Os marcadores utilizados foram DNA ladder 1kb e 100 bp.

Os géis foram corados seguindo o protocolo de SANGUINETTI et al.
(1994) com modificagdes. Primeiro foi preparada a solugao fixadora Cairns’ 8X
(200 mL de etanol 96%, 10 mL de acido acético e 40 mL de agua ultrapura). O
gel foi lavado com a solugéo fixadora Cairns’ 1X (50 mL da solugdo Cairns’ 8X
e 350 mL de agua ultrapura), por 3 min, sob agitagcdo continua. Foi retirada
esta solugdo e adicionado nitrato de prata (0,4 g AgNO3; em solugdo Cairns'
1X), por 10 min, sob agitagcdo. Em seguida, lavou-se o gel com agua ultrapura,
por 2 min, descartou-se a agua e adicionou-se uma solugéo reveladora (250
mL de 1,5% NaOH e 750 uL de formaldeido 37%), sob agitacdo, até aparecer
as bandas. Se percebesse que ainda apareciam bandas, esta solucédo era
descartada e adicionada uma nova para que as bandas mais fracas pudessem
aparecer. Esta etapa durou de 15 a 20 min. Se ndo aparecessem mais bandas,
o gel corado era digitalizado em escaner com resolugcdo de 300 dpi. A analise
da imagem do fingerprinting resultante foi feita no programa Bionumerics 7.6
(Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Bélgica).
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2.4 Andlise estatistica

Uma matriz de semelhancas de curvas densitométricas dos padrdes de
bandas foi calculada utilizando o coeficiente de similaridade de Pearson, que
considera a localizagdo das bandas e suas intensidades. O agrupamento dos
padroes de bandas do DGGE foi representado com a construgdo de um
dendograma como algoritmo de aglomeracdo, usando o Unweighted Pair
Groups Method using Arithmetic Averages (UPGMA). Utilizando as
intensidades das bandas, uma analise de escalonamento multidimensional
ndo-métrico (NMDS) foi realizada para se observar as disténcias entre as
amostras representadas por pontos de diferentes cores para cada cidade de
amostragem. Para verificar quais Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs)
eram Os principais responsaveis pela diferengca entre os trés grupos de
amostras, uma analise SIMPER foi utilizada (REES et al, 2004;
DIMITROGLOU et al.,, 2010; FERGUSON et al., 2010), a partir dos valores
relativos das intensidades das bandas obtidos pela imagem do gel do DGGE
(Figura 2).

Diferentes parametros ecolégicos foram determinados: indice de
diversidade de Shannon, que mede o grau de incerteza em prever a que
espécie pertencera um individuo escolhido ao acaso de uma amostra
(URAMOTO et al., 2005). Este indice é representado pela formula: H’ = -} Piln
P;, onde P;é definido como (ni/ N), n;é a intensidade de cada banda, e N € a
soma das intensidades de todas as bandas (FROMIN et al., 2002; TAPIA-
PANIAGUA et al.,, 2010; GIATSIS et al., 2015). A riqueza de espécies, que
representa o numero de espécies existentes na amostra (URAMOTO et al,,
2005), baseando-se no numero total de bandas, seguindo a formula R = b
(TAPIA-PANIAGUA et al., 2010; GIATSIS et al., 2015). A equitabilidade, que
representa a uniformidade de espécies e se estas possuem abundancia
semelhantes ou divergentes (MELO, 2008). E calculada segundo a férmula J =
H’/H'max, onde H’'max €& definido como In S e S € o numero de espécies total
na comunidade (GIATSIS et al., 2015). A habitabilidade, que indica a
capacidade do meio suportar o crescimento de diferentes espécies
microbianas, ou seja o quanto é habitavel, e esta relacionada com a
localizagdo das bandas no DGGE (MARZORATI et al, 2008). Estes autores
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classificaram que valores acima de 30, correspondem a alta capacidade,
enquanto que entre 10 e 30 e abaixo de 10 correspondem a média e baixa
capacidade respectivamente. E calculada como o numero total de bandas
multiplicado pela porcentagem de gradiente desnaturante de ureia e
formamida, seguindo a férmula Rr = N? x Dy, onde N é o nimero total de
bandas de cada raia e Dy € o gradiente desnaturante compreendido entre a
primeira e a ultima banda de cada raia (MARZORATI et al., 2008). A
abundancia (numero de individuos de cada espécie) se quantificou em fungao
da intensidade das bandas de cada UTOs relativa a intensidade total das
bandas do gel obtido a partir da andlise da imagem. Diferengas
estatisticamente significativas entre os parametros ecoldgicos foram analisadas
através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, sob nivel de significancia
de 5%. As comparagdes entre os valores foram realizadas utilizando o teste de

Dunn.

RESULTADOS

Os amplicons obtidos por PCR apresentaram um tamanho de 470 pb a
500 pb. O gel de agarose da PCR e de poliacrilamida (fingerprinting) corado

encontram-se mostrado na Figura 1.

Figura 1 — (a) Gel de agarose mostrando tamanho dos amplicons
obtidos por PCR. (b) Gel de poliacrilamida das amostras de Paulo Afonso,
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corado com nitrato de prata. Setas pretas indicam marcador de 1 kb e seta
branca indica marcador de 100 pb.

O gel do fingerprinting digitalizado da regiao V3 16S DNAr das bactérias
intestinais das tilapias das trés cidades estdo mostrados na figura 2.

a

Figura 2 — Fingerprinting em gel de poliacrilamida representando a
microbiota intestinal da tilapia nas trés cidades: (a) Santa Fé do Sul, (b)
Toledo e (c) Paulo Afonso.

A microbiota intestinal derivada da amostragem das trés cidades p&de
ser distribuida em um dendograma, baseado na analise de agrupamento dos
padroes de bandas do DGGE (Figura 3).
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Figura 3 -
Agrupamento baseado na
correlacdo de Pearson
dos padrées de bandas
do DGGE das amostras
de intestino de tilapia,
com a porcentagem de
distancia. Ramos em azul
representam as amostras
de Toledo (TLD), ramos
em vermelho
representam as amostras
de Santa Fé do Sul (SFS)
e ramos em verde
representam as amostras
de Paulo Afonso (PA)
seguido  do namero
adotado para as
amostras coletadas.
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A maioria dos ramos das amostras TLD, com excec¢do de TLD18 e
TLD22, que estdo mais acima no dendograma, estdo agrupados préximos uns
aos outros. Este grupo € apenas 7,7% semelhante ao resto das amostras PA e
SFS, representadas pelos ramos verde e vermelho, respectivamente. As
amostras PA e SFS encontram-se mais proximas e intercaladas entre elas.
Ndo se observa destacadamente um agrupamento maior das amostras de
bactérias de PA ou SFS, com porcentagem de similaridade pequena em
comparacgao ao resto das amostras, como a maioria das amostras TLD.

Na analise NMDS, foi observado que as amostras TLD estdo mais
préximas entre elas, indicando que entre estes pontos existe uma maior
similaridade do que quando se compara com a distribuicdo dos pontos das
amostras PA e SFS. Uma maior dissimilaridade pode ser observada nos pontos
destas duas amostras, que apesar de estarem proximos de TLD, existem
outros pontos mais distribuidos no grafico, indicando uma maior dissimilaridade

entre eles (Figura 4).
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Figura 4 — Analise NMDS. Pontos em azul representam as
amostras de Toledo, pontos em verde representam as amostras
de Paulo Afonso e pontos em vermelho as amostras de Santa Fé
do Sul.
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As trés principais UTOs que apresentaram maior contribuicdo para estas
dissimilaridades entre as amostras estéo listadas na Tabela 1. O resultado do
teste SIMPER indica que as bandas de tamanho 445,44 pb sdo as que mais
contribuiram para a diferenciacdo entre as trés amostragens. Ou seja, é
possivel visualizar uma maior quantidade de bandas nesta posigdo nos geéis
das amostras de Paulo Afonso e Santa Fé do Sul em comparagdo com o gel

das amostras de Toledo.

Tabela 1 — Anadlise SIMPER com as Unidades Taxonbmicas
Operacionais (UTOs) em ordem decrescente de contribuicdo na
diferenciagao entre os trés grupos de amostras.

UTOs % Contribuicao
445,44pb 23,71
382,99pb 22,7
396,27pb 11,74

Os valores dos parametros ecolégicos encontram-se na figura 5. Uma
maior taxa de diversidade encontra-se em Paulo Afonso e Santa Fé do Sul,
que apresentaram diferengas significativas com relagdo a Toledo. A riqueza
representada pelo numero de UTOs, foi maior em Toledo. A equitabilidade foi
maior em Paulo Afonso e estatisticamente (P<0,05) diferente das outras
cidades. Ja a habitabilidade da microbiota intestinal dos peixes coletados em
Paulo Afonso e Santa Fé do Sul foram as maiores e, estatisticamente diferente
de Toledo. Porém os intestinos amostrados das trés cidades demonstraram
que apresentam baixa habitabilidade, segundo MARZORATI et al. (2008).
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Figura 5 — Valores do Indice de Diversidade de Shannon (H),
equitabilidade (J), habitabilidade (Rr) e riqueza de espécies (R) da microbiota
de amostras intestinais de tilapia dos trés diferentes locais. Grafico
representando as meédias mais erro padrdo. Colunas seguidas por letras
diferentes, em cada grafico, apresentam diferengas estatisticamente
significativas, segundo o teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Pode se perceber uma diferenga na porcentagem de abundancia de
cada UTO representada (Tabela 2). Por exemplo, as bandas de tamanho
445,44 pb encontram-se em maior porcentagem nas amostras coletadas em
Paulo Afonso, mas nas amostras coletadas em Toledo sdo a sexta maior e em
Santa Fé do Sul a segunda maior. Assim como bandas na posigao 222,04 pb e
520,13 pb em Paulo Afonso sdo a quarta e sexta de maior porcentagem,
respectivamente, mas em Santa Fé do Sul e Toledo n&o encontram-se entre as
seis primeiras. Em Santa Fé do Sul foram encontradas bandas de tamanho
629,37 pb ndo encontradas nas outras duas cidades, entre as seis primeiras de
maior porcentagem. Toledo também apresentou bandas n&o encontradas entre
as seis primeiras maiores nas outras duas cidades, como as de tamanho

354,52 pb e 346,37 pb. A abundéancia de individuos foi quantificada em funcao
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da intensidade das bandas de cada UTOs relativa a intensidade total das

bandas do gel obtido a partir da analise da imagem.

Tabela 2 - Porcentagem de abundéncia relativa de cada UTO
determinada a partir da intensidade das bandas dos mesmos tamanhos em
pares de bases.

Paulo Afonso Santa Fé do Sul Toledo

UTOs % UTOs % UTOs %
445.44pb 22,80 382,99pb 24,32 354,52pb 20,53

382,99pb 21,98 445,44pb 23,75 346,37pb 10,69

396,27pb 12,77 396,27pb 7,52 396,27pb 9,99
222,04pb 7,96 367,24pb 6,52 382,99pb 8,49
367,24pb 7,26 212,72pb 5,67 367,24pb 6,02
520,13pb 5,03 629,37pb 5,25 445,44pb 5,69

DISCUSSAO

O estudo dos parametros ecoldgicos exerce um importante papel para
entender o funcionamento da microbiota intestinal de peixes. A técnica da
PCR-DGGE tem se tornado uma grande aliada na analise de toda comunidade
bacteriana, apresentando um potencial em termos de interpretagdes ecoldgicas
e estatisticas (FROMIN et al., 2002).

Os intestinos coletados em Toledo eram advindos de tilapias cultivadas
em viveiro escavado e em regime semi-intensivo. Enquanto que as
pisciculturas de Paulo Afonso e Santa Fé do Sul eram constituidas por
tanques-rede em regime intensivo. O sistema tanque-rede apresenta um tipo
diferente de ambiente, composto por estruturas flutuantes, revestidas por telas,
situadas em represas ou reservatérios. Enquanto que no sistema viveiro
escavado ha a presenga de solo, maior quantidade de matéria organica e
material vegetal. O ambiente circundante pode influenciar na microbiota
intestinal dos peixes (GANGULY e PRASAD, 2012). AL-HISNAWI et al. (2016)
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demonstraram que a mucosa intestinal do peixe Liopropoma santi, abrigava as
mesmas especies bacterianas da agua do rio onde viviam. DEL’'DUCA et al.
(2015) encontraram espécies semelhantes na agua do viveiro e no intestino de
tilapia-do-nilo. AL-HARBI e UDDIN (2005) encontraram sete bactérias em
comum entre o intestino da tilapia-do-nilo, sedimento e a agua do viveiro.
Dessa forma, diferentes sistemas podem apresentar diferentes tipos de
microrganismos exercendo influéncia na microbiota.

Além disso, isto pode ser corroborado com o dendograma da analise de
agrupamento, onde ha uma separagédo das amostras de Toledo, apresentando
7,7% de similaridade com as amostras de Paulo Afonso e Santa Fé do Sul. O
mesmo ocorreu no trabalho de DEHLER et al. (2016), onde amostras
intestinais de salmao de dois diferentes ambientes (gaiolas e aquario de
recirculagdo) também apresentaram dois diferentes grupos (um para cada
sistema). Ainda, GIATSIS et al. (2015), demonstraram que entre dois sistemas
diferentes a porcentagem de similaridade das espécies bacterianas diminuia
em comparagdao com dois sistemas iguais. Isso ocorreu devido a abundéancia
de espécies que se alterava conforme o tempo e o tipo de sistema. Neste
trabalho também podemos observar diferengas nas porcentagens de
abundancia de cada UTO e, algumas delas, estavam presentes nas amostras
de Toledo, mas ndo estavam nas de Paulo Afonso e Santa Fé do Sul.

O resultado da analise NMDS evidencia a similaridade existente entre as
amostras de Toledo, que quando observada no dendograma apresentam
41,5% (entre TLD25B e TLD46) de similaridade, enquanto que o resto das
amostras apresentam 24,9% de similaridade. O agrupamento das amostras de
Toledo foi mostrada claramente, tanto no plano NMDS como no dendograma
UPGMA.

Outro fator que pode modular a microbiota intestinal € a temperatura,
como relatado por HORSLEY (1977). A temperatura pode aumentar ou diminuir
a quantidade de bactérias. NEDOLUHA e WESTHOFF (1997) demonstraram
que os géneros bacterianos isolados dos intestinos de Morone saxatilis eram
diferentes conforme a alteracdo da temperatura de incubacdo. Em 35°C e 22°C
o numero de bactérias encontradas foi significativamente maior do que na
temperatura de 7°C. RESENDE et al. (2013) relatou uma maior abundéancia

bacteriana na agua de cultivo de tilapia-do-nilo em periodos mais quentes. AL-

23



HARBI e UDDIN (2004) relataram que a microbiota intestinal de tilapias
hibridas foi mais abundante em temperaturas mais quentes e algumas
bactérias estdo presentes sazonalmente, como Photobacterium damselae,
Pasteurella sp., Cellulomonus sp. e Bacillus sp. Outras bactérias foram isoladas
somente em temperaturas mais frias, como Pseudomonas sp., Micrococcus
sp., Flavobacterium sp. e Streptococcus sp. MOLINARI et al. (2003) relataram
que Plesiomonas shigelloides ¢ um patégeno comum em regides tropicais e
raro em regides temperadas.

Corroborando com os resultados destes autores, no presente trabalho
também podemos observar alteragbes na porcentagem de abundéncia de cada
UTO, entre as trés cidades. Paulo Afonso, onde a temperatura média foi maior,
apresentou abundéncia maior que Toledo e equitabilidade significativamente
maior que as outras duas cidades. Segundo o INMET, esta cidade esta
localizada em uma regido em que ha baixa amplitude térmica e maior
uniformidade da temperatura. Estas caracteristicas aceleram o crescimento da
maioria dos microrganismos. A medida que a temperatura aumenta, ha um
aumento das atividades metabolicas do microrganismo (MADIGAN et al.,
2010). Sabe-se que o ambiente pode influenciar a microbiota intestinal dos
peixes. Sendo assim, se a temperatura da agua é maior, consequentemente, a
microbiota intestinal pode ser mais diversa.

Apesar da riqueza nao ter sido estatisticamente diferente entre os
intestinos coletados nas diferentes cidades, Toledo apresentou um maior
numero de UTOs, comparado com Paulo Afonso e Santa Fé do Sul. A
composicao da alimentacdo pode influenciar na microbiota intestinal e em
diferentes regimes a alimentagdo pode ser diferente. Como em Toledo era
criacdo em viveiro escavado e regime semi-intensivo, a dieta era composta por
ragcao e alimento natural (plancton, bentos perifiton e insetos), diferentemente
dos peixes criados regime intensivo encontrado em Santa Fé do Sul e Paulo
Afonso que recebiam somente racdo e muito pouco alimento natural.

MARTIN-ANTONIO et al. (2007) demonstraram que entre diferentes
regimes com dietas diferentes, a microbiota intestinal de linguado pode ser
alterada. No regime extensivo, seguiram alimentacdo natural, a base de
poliquetas e crustaceos. No regime semi-extensivo, o0s peixes foram

inicialmente alimentados com poliquetas selvagens e trés meses depois com
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uma dieta comercial. Houve uma predominancia do género Vibrio, sendo mais
abundante no intestino de peixes cultivados no regime semi-extensivo. No
regime intensivo, composto por trés dietas (comercial, comercial seguida de
jejum de uma semana e com poliquetas), o género Vibrio apresentou uma
maior porcentagem na dieta comercial (85% a 99%). Ja os peixes alimentados
com poliquetas, apresentaram em sua microbiota intestinal, a porcentagem de
51,7% a 85,9% desta bactéria. Além disso, na dieta, onde os peixes foram
mais alimentados com poliquetas, observou-se maior abundancia do género
Shewanella.

A diversidade € uma combinacdo da riqueza e equitabilidade, que
representa a uniformidade da abundancia de espécies (MELO, 2008). Paulo
Afonso apresentou um valor significativamente maior para a equitabilidade,
fazendo com que o resultado do seu indice de diversidade de Shannon fosse
maior. Por apresentar temperaturas mais altas, pode ter influenciado no
resultado da diversidade.

Por ultimo, a habitabilidade em Paulo Afonso e Santa Fé do Sul foi
significativamente maior. Possivelmente, este resultado foi devido ao tipo de
sistema de criagdo (tanque-rede) e ao regime intensivo, onde foram coletadas
as amostras destas cidades, fatores que diferenciam das amostras coletadas
na cidade de Toledo (sistema viveiro escavado e regime semi-intensivo). Como
discutido anteriormente, o ambiente pode exercer influéncia na microbiota
intestinal, consequentemente alterando, também, este pardmetro ecoldgico.

Dessa forma, muitos fatores podem afetar diretamente na composigao
de comunidades bacterianas nos intestinos dos peixes. O sistema em que sao
cultivados, a dieta e temperatura apresentam influéncia na ecologia da
microbiota intestinal. Sistemas e locais muito diferentes podem apresentar uma
microbiota diferente.

Com o estudo da microbiota e suas interacbes € possivel estabelecer
estratégias para modular a microbiota intestinal com a utilizagdo de produtos
como probioticos, prébidticos, acidos organicos e, consequentemente,

melhorar a prevengao de doengas e reduzir a mortalidade dos peixes.
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CONCLUSAO

A microbiota intestinal € modulada por fatores ambientais caracteristicos
de cada cidade.

O sistema de produgado altera os parédmetros ecoldgicos analisados e
separou as amostras provenientes de Toledo em um grupo.

Sistemas de criagdo dos peixes iguais demonstraram abrigar, nos
intestinos dos peixes cultivados, espécies semelhantes (UTOs de mesmo
tamanho). Enquanto que, entre sistemas diferentes (tanque-rede e viveiro
escavado), os parametros ecologicos foram alterados (abundéncia, diversidade
e habitabilidade).

A temperatura onde os peixes s&o cultivados alterara a abundéancia
bacteriana, e, consequentemente, aumenta os indices de diversidade e

equitabilidade.
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APENDICE

1. Secéao de material e métodos

1.1. Locais de coleta e intestino

Santa Fé do Sul

Toledo

Figura S1 — Mapa do Brasil. BA, SP e PR representam,
respectivamente, os estados Bahia, Sdo Paulo e Parana. Setas indicam
as cidades de coleta.
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Represa de llha Solteira

IR0
"

Netuno Petrolandia —
Reservatério de Itaparica

Netuno Jatoba —
Reservatoério de Moxotd

Figura S2 — Locais de coleta. Associagdo Mulheres Guerreiras do Sitio
Umurama, Reservatério de ltaparica e Reservatorio de Moxoté pertencem a
cidade de Paulo Afonso. Represa de llha Solteira pertence a cidade de Santa
Fé do Sul. Circulo em vermelho indica a cidade de Toledo, onde o sistema era

viveiro escavado.
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Figura S3 — Porg¢des intestinais de tilapia-do-nilo.

1.2. Preparo do gel de poliacrilamida

Para o gel de 8% de poliacrilamida primeiro preparou-se as solugdes
estoque abaixo:

Tabela S1 — Solugdes estoque utilizadas na preparagao do gel
de poliacrilamida para DGGE.

Solucao 100% denaturante

200 mi 40% acrylamida/bisacrylamida 37.5:1 (BioRad)

400 ml Formamida deionizada
10 ml Tampéo T.A.E. 50x
20 ml Glicerol

42169 Urea

Solugao 0% denaturante

200 mi 40% acrylamida/bisacrylamida 37.5:1 (BioRad)
10 ml Tampao T.A.E. 50x
20 ml Glicerol
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Tampao T.A.E. 50x

242 g TRIS
57,1 ml | Acido acético glacial
100 ml 0.5 M EDTA [pH 8.0]

Cuidadosamente a solugado 100% foi aquecida e agitada para que a urea
dissolvesse. As solugdes 0% e 100% foram ajustadas para o volume final de 1
L com agua ultrapura e armazenadas em temperatura ambiente, no escuro.

Em seguida, com as placas de vidro montadas e encaixadas no suporte
para a confecgdo do gel, preparou-se a solugédo “plug” (1,5 mL solu¢do 0%
denaturante, 4,5 yL de TEMED, 15 uL de APS 10% [p/v]). Esta deve ser
colocada primeiro e serve para vedar o espaco entre as placas de vidro,
fazendo com que o gel ndo escorra antes de solidificar. Posteriormente, foi

preparado e colocado o gradiente do gel, de acordo com a tabela abaixo:

Tabela S2 — Volume de cada reagente que deve ser preparado, de
acordo com o gradiente escolhido.

0
Gradiente 0% 100% V‘f’i':a"l‘e TEMED l‘l’,/g

% ml ml ml ul ul
0 9 n 9 13 50
30 9.1 3.9 13 13 50
31 8.97 403 13 13 50
32 8.84 416 13 13 50
33 8.71 4.29 13 13 50
34 8.58 442 13 13 50
35 8.45 455 13 13 50
36 8.32 468 13 13 50
37 8.19 481 13 13 50
38 8.06 4.94 13 13 50
39 7.93 507 13 13 50
40 738 5.2 13 13 50
41 7.67 533 13 13 50
42 754 5.46 13 13 50
43 7.41 5.59 13 13 50
44 7.28 5.72 13 13 50
45 7.15 5.85 13 13 50
46 7.02 5.98 13 13 50
47 6.89 6.11 13 13 50
48 7.76 6.24 13 13 50
49 6.63 6.37 13 13 50
50 6.5 6.5 13 13 50
51 6.37 6.63 13 13 50
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52 6,24 6,76 13 13 50
53 6,11 6,89 13 13 50
54 5,98 7,02 13 13 50
55 5,85 7,15 13 13 50
56 5,72 7,28 13 13 50
57 5,59 7,41 13 13 50
58 5,46 7,54 13 13 50
59 5,33 7,67 13 13 50
60 52 7,8 13 13 50

eletroforese em gradiente desnaturante (DGGE).

Figura S4 — DCode TM System. Equipamento utilizado para
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho procuramos caracterizar a microbiota intestinal presente
em intestinos de tilapia-do-nilo. Conseguimos obter resultados significativos e
perceber que existem diferengas na ecologia bacteriana, quando se compara
as trés cidades brasileiras. E possivel confirmar que a microbiota ndo é uma
unidade isolada e estatica, mas é perturbada devido a muitos fatores, como
alimentacgao, temperatura e sistema de criagao.

O resultado da analise de agrupamento permite visualizar como
sistemas de criacdo diferentes podem modular a microbiota intestinal, pois as
amostras intestinais coletadas em viveiro escavado foram colocadas em um
grupo separado das amostras coletadas em tanque-rede. O resultado da
abundancia bacteriana das amostras intestinais coletadas em Paulo Afonso
corrobora com diversos autores de que a abundancia aumenta conforme o
aumento da temperatura, tornando a equitabilidade maior. Além disso,
pudemos encontrar diferengas significativas na diversidade bacteriana,
equitabilidade e habitabilidade, sendo as duas primeiras maiores em Paulo
Afonso e a segunda maior em Santa Fé do Sul.

A técnica da PCR-DGGE se mostrou eficiente na analise da comunidade
bacteriana, permitindo realizar interpretagbes ecoldgicas, estatisticas e
caracterizar a estrutura da microbiota intestinal. Portanto, os métodos utilizados
neste trabalho e os resultados gerados podem ser uteis para produtores que
desejam conhecer a comunidade bacteriana presente em sua produgao, a fim

de estabelecer estratégias de como melhorar a saude dos animais cultivados.
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