Uso de probiéticos na producao de pdés-larvas de camarao-rosa
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de probidticos na producdo de pos-larvas do camardo-rosa
(Farfantepenaeus brasiliensis). Utilizou-se o delincamento experimental inteiramente casualizado, com dois
tratamentos — uso de probioticos (Bacillus spp.) e controle com uso de antibidtico (eritromicina) — ¢ quatro
repeticoes. Pds-larvas no estagio PL, foram estocadas em cada parcela experimental (3,0 L) e cultivadas até o
estagio PL,,. As variaveis de qualidade de agua e o desenvolvimento de bactérias do género Vibrio, na agua de
cultivo, foram monitorados ao longo do experimento. Ao final do periodo experimental, as pos-larvas foram avaliadas
qualitativamente e quanto a sobrevivéncia, ao peso e ao comprimento. Nas variaveis de qualidade de agua, apenas o
nitrito apresentou valor significativamente maior no tratamento com antibiotico. Para as variaveis peso € comprimento
final, ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos. Ndo foram observadas diferengas significativas entre
os tratamentos quanto a qualidade das pds-larvas e a concentragdo de Vibrio spp. na agua. A utilizagdo de antibidtico
pode ser substituida pelo emprego de probiodticos durante a produgao de pos-larvas de F. brasiliensis.

Termos para indexaco: Bacillus, Farfantepenaeus brasiliensis, Vibrio, antibiotico, crescimento, sobrevivéncia.
Use of probiotics in the production of pink shrimp postlarvae

Abstract— The objective of this work was to evaluate the use of probiotics in the production of postlarvae of pink shrimp
(Farfantepenaeus brasiliensis). A completely randomized experimental design was used, with two treatments — use of
probiotics (Bacillus spp.), and a control using antibiotic (erythromycin) —, and four replicates. Postlarvae in the PL,
stage were stocked in each experimental unit (3.0 L) and cultured until stage PL,,. Water quality variables and the
development of the bacteria of the genus Vibrio, in the culture water, were monitored throughout the experiment. At the
end of the experimental period, postlarvae were evaluated qualitatively and for survival, weight, and length. Regarding
water quality variables, only nitrite was significantly higher in the antibiotic treatment. For the variables weight and
length, there were no significant differences between treatments. No significant differences between treatments were
observed in postlarvae quality and in the concentration of Vibrio spp. in the water. The use of antibiotics may be replaced
by probiotics during production of F. brasiliensis postlarvae.

Index terms: Bacillus, Farfantepenaeus brasiliensis, Vibrio, antibiotic, growth, survival.

Introducao Aprodugdo de pos-larvas de qualidade ¢ fundamental
para o cultivo e o repovoamento de espécies nativas
de camardes. Durante a produgdo de pos-larvas de
peneideos, bactérias do género Vibrio sao uma das
principais causas de mortalidade. Essas bactérias sdo
consideradas oportunistas e podem causar doengas em

condigdes subotimas de cultivo. Elas estdo presentes

A produgdo de camardo marinho no Brasil ¢
realizada quase na sua totalidade com a espécie
exotica Litopenaeus vannamei. Entretanto, espécies
nativas, como o camardo-rosa, Farfantepenaeus
brasiliensis, ja mostraram potencial para o cultivo

(Lopes et al., 2009). Para esta espécie, ainda ha
pouco conhecimento quanto a aspectos biologicos
e fisiologicos (Brito et al., 2000), ao cultivo (Lopes
et al., 2009) e a distribuicdo, que vai desde a Carolina
do Norte, EUA, até a costa do Rio Grande do Sul
(Gaxiola et al., 2010).

na agua de cultivo, na flora intestinal de larvas e no
alimento vivo consumido pelos camardes (Decamp
et al., 2008).

Tradicionalmente, antibidticos e produtos quimicos
tém sido utilizados para o controle de doencas
bacterianas na aquicultura; porém, o uso massivo
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dessas substancias tem proporcionado resisténcia nos
microrganismos (Defoirdt et al., 2007). Karunasagar
et al. (1994) relataram mortalidade em massa de larvas
do camarfo tigre, Penaeus monodon, causada por
Vibrio harveyi, com multipla resisténcia a antibidticos,
como cotrimoxazol, cloranfenicol, eritromicina e
estreptomicina. Neste contexto, o uso de bactérias
benéficas (probidticos) tem sido recomendado em
substituicdo ao uso de antibiodticos na aquicultura (Ravi
et al., 2007). Diversos estudos t€ém reportado o uso
desses orgnismos na aquicultura (Gram et al., 1999;
Panigrahi et al., 2004; Decamp et al., 2008).

O termo probidtico, em aquicultura, aplica-se ao
uso de suplementos microbianos vivos que tenham
efeitos benéficos para o hospedeiro e para o ambiente
de cultivo, em razdao da modificacdo da comunidade
microbiana, com melhor aproveitamento do alimento
artificial, maior crescimento e sobrevivéncia, melhor
resposta imunolégica do hospedeiro a doengas e
manutengdo da qualidade da agua (Verschuere et al.,
2000; Decamp et al., 2008). Probidticos baseados
em bactérias gram-positivas do género Bacillus sdo
uma alternativa & terapia antibiotica contra Vibrio
(Rengpipat et al.,, 2000; Hong et al., 2005). Essas
bactérias competem por nutrientes e, portanto, inibem o
rapido crescimento de Vibrio e de outras bactérias, o que
permite que bactérias resistentes nao se multipliquem e
nao transfiram genes de resisténcia (Hong et al., 2005).
Além disso, diversos compostos antimicrobianos sao
naturalmente produzidos por uma gama de espécies de
Bacillus (Moriarty, 1998).

Em sistemas de larvicultura, principalmente a partir
do estagio PL,, ha maior acimulo de amoénia e nitrito
na coluna de dgua em razdo das altas densidades de
estocagem e de fezes, e ragdo com alto teor de proteina.
O acumulo desses compostos ¢ um fator limitante nos
sistemas de producdo (Banerjee et al., 2010). Para
solucionar esses problemas, ¢ necessario realizar
frequentes trocas de agua dos tanques de cultivo, que
resultam em descarga de residuos que podem causar
eutrofiza¢do do ambiente natural (Ziemann etal., 1992).
Nos sistemas de cultivo com adigdo de probidticos, as
trocas de agua podem ser diminuidas ou até mesmo
eliminadas, uma vez que os probidticos atuam na
absor¢do e na decomposi¢do da matéria organica na
agua e nos sedimentos, o que melhora a qualidade de
agua (Wang et al., 2005).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de
probioticos na produgado de pos-larvas do camarao-rosa
F brasiliensis.

Material e Métodos

As pos-larvas de F brasiliensis utilizadas no
experimento foram obtidas de fémeas selvagens,
capturadas no litoral norte do Estado de Santa Catarina
e induzidas a reproducdo no setor de maturagdo da
Estacdo Marinha de Aquacultura, da Universidade
Federal de Rio Grande, RS. O experimento foi realizado
no periodo de fevereiro a marco de 2009.

As larvas foram estocadas em um tanque de 500 L,
a 28°C e aeragdo constante, com concentragdes de
oxigénioacimade 6,0 mg L. Aalimentagdo consistiude
ragdes comerciais paralarviculturade L. vannamei (Inve
Technologies nv, Dendermonde, Bélgica) especificas
para cada fase de desenvolvimento, além da microalga
Thalassiosira weissflogii na densidade de 4x10* células
por mL. A partir do estagio de Zoea; foram ofertados
nauplios de Artemia sp. congelados, ad libitum, duas
vezes ao dia.

Utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, com dois tratamentos e quatro
repeticoes: uso de probidticos (Bacillus spp.), e
controle — com uso de antibidtico (eritromicina).
O tratamento probidtico consistiu no uso de probioticos
comercias (Inve Technologies nv, Dendermonde,
Bélgica) segundo o protocolo recomendado pelo
fabricante; enquanto o tratamento controle consistiu
de protocolo padrio utilizado em laboratorios
comerciais para a produgdo de pos-larvas de camardes
peneideos, sem uso de probidticos. Como unidades
experimentais, foram utilizados potes de plastico de
3,0 L, contendo 300 camardes no estagio PL, (um dia
apos a metamorfose para pds-larva), com peso inicial
de 0,27+£0,15 mg e comprimento de 4,54+0,05 mm.
Antes da estocagem dos animais, a 4gua foi esterilizada
com cloro por 24 horas e filtrada com filtro de cartucho
de 3,0 um. As parcelas experimentais permaneceram
imersas em banho térmico para manter temperatura
constante de 28°C.

Dois tipos de probidticos comerciais foram
utilizados no tratamento probidtico: Sanolife MIC (Inve
Technologies nv, Dendermonde, Bélgica), composto
por cepas de B. subtilis, B. licheniformis e B. pumilus
na concentragao de 5x10' UFC g'; e Sanolife PRO-W
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(Inve Technologies nv, Dendermonde, Bélgica),
composto por cepas de B. subtilis e B. licheniformis
na concentragdo de 5x10' UFC g'. O probiodtico
foi adicionado diariamente na agua de cultivo, em
cada estdgio de desenvolvimento, nas seguintes
concentragdes: 1,0 mg L' (PL;) e 0,5 mg L' de
Sanolife MIC (PL,, PL; e PL,); 1,0 mg L' de Sanolife
MIC e 3,0 mg L' de Sanolife PRO-W (PLs); 0,5 mg L
de Sanolife MIC e 3,0 mg L' de Sanolife PRO-W
(PL¢); € 2,0 mg L' de Sanolife PRO-W (PL; a PL,).

Notratamento probidtico, nao foirealizadarenovagao
de dgua. No tratamento controle, foi administrada uma
dose de eritromicina na dgua de cultivo no primeiro
dia do experimento. A partir do segundo dia, foi
adicionada formalina (Delaware, Porto Alegre, RS,
Brasil) diariamente na concentragdo de 10 mg L.
Neste tratamento, foi realizada renovagdo diaria de
50% da 4gua do cultivo.

A alimentacdo consistiu de um mix de racdes
comerciais para pos-larvas (Inve Technologies nv,
Dendermonde, Bélgica) ofertado dez vezes ao dia,
a cada 2 horas, além de nauplios de Artemia na
propor¢ao de 50 nauplios por pos-larva, ofertados duas
vezes ao dia (10 e 0 h). No inicio do experimento, a
microalga 7. weissflogii foi adicionada na propor¢ao
de 0,5x10* células por mL, e, diariamente, foram
realizadas contagens residuais para reposi¢do, caso a
densidade de algas fosse inferior a densidade inicial.

A temperatura foi mantida em 28°C com uso de
aquecedores de imersdo Jebo Aqua Heater S0W, (Jebo
Aquarium, Monterey Park, CA, EUA), e a salinidade
permaneceu constante em 35%o. A concentracdo de
oxigénio dissolvido (mg L') e pH foi mensurada
diariamente por meio de analisador multiparametro
YSI 556, (YSI Incorporated, World Headquarters,
Yellow Springs, OH, EUA), ¢ as concentragdes (mg L)
de nitrito (NO,) e amonia (NH;) foram monitoradas a
cada tré€s dias com uso dos métodos de Bendschneider &
Robinson (1952) e Chemical methods for use in marine
environmental monitoring (1983), respectivamente.

O experimento foi finalizado quando os camardes
atingiram o estagio PL, no total de dez dias de cultivo.
Foram determinados sobrevivéncia (%), peso (mg)
e comprimento (mm) de 20 animais de cada parcela
experimental, com auxilio de balanga com 0,0001 g de
precisdo e paquimetro, respectivamente.

O desenvolvimento de FVibrio spp. na agua do
cultivo foi monitorado por analise bacterioldgica. Foi

realizado um “pool” de cada tratamento com 250 pL de
cada parcela experimental, aos 0, 3, 6 ¢ 10 dias. Foram
feitas dilui¢Oes seriadas com solucdo salina 0,85%, e,
em seguida, 25 pL de cada diluigdo foi plaqueada em
meio agar TCBS (“thiosulfate citrate bile salt sucrose”).
As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e,
posteriormente, foi realizada a leitura em UFC mL".

Ao final do experimento, dez pos-larvas de cada
parcela experimental foram coletadas para analise
qualitativa pelo método descrito por Tayamen & Brown
(1999). Foram analisados 11 critérios de qualidade para
cada pos-larva: presenca de cromatdforos expandidos,
deformacgdes, melanizagdo, necroses, preenchimento
de lipideos do hepatopancreas, numero de ramifica¢des
nas branquias, necrose nas branquias, coloracdo da
musculatura, grau de preenchimento do intestino,
relagdo musculo-intestino no sexto somito abdominal e
presenca de epibiontes. As pos-larvas receberam notas
de 0 (péssima qualidade) a 3 (6tima qualidade). Apos
a avaliagdo de cada critério, foi realizado o somatorio
da pontuacdo de cada pos-larva e, em seguida, foi
calculada a pontuagdo média das pds-larvas avaliadas
em cada tratamento.

Os dados de peso, comprimento, sobrevivéncia
e variaveis de qualidade da agua foram submetidos
ao teste t de Student, a 5% de probabilidade.
A concentragdo de Vibrio spp. na agua de cultivo foi
analisada por meio de analise de variancia (duas vias)
para efeitos principais (tempo X tratamento). Os dados
da andlise qualitativa das po6s-larvas foram analisados
por meio do teste t, para amostras ndo paramétricas.
As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio
do programa Statistica (StatSoft, 2004).

Resultados e Discussao

Os valores de oxigénio dissolvido, pH, salinidade
e amodnia ndo apresentaram diferengas significativas
entre os tratamentos; porém, o nitrito apresentou
valor significativamente maior no tratamento com
antibiodtico, em comparacdo ao com probioticos
(Tabela 1). As variaveis fisicas e quimicas da agua
no experimento foram consideradas adequadas para
o cultivo de pos-larvas de camardes peneideos (Boyd,
1990).

As maiores perdas na larvicultura de camardo sao
relacionadas a problemas de qualidade de agua, o que
pode proporcionar o desenvolvimento de bactérias
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nocivas, principalmente as do género Vibrio, no
meio de cultivo (Decamp et al., 2008). Lakshmanan
& Soundarapandian (2008) analisaram o efeito de
probidticos comerciais (Bacillus spp.) no cultivo do
camardo tigre P. monodon e observaram que eles
reduziram significativamente a concentragao de nitrito
e amodnia na dgua quando comparado ao tratamento sem
uso de probidticos. No presente trabalho, mesmo com
as trocas de dgua no tratamento controle, a concentragao
de nitrito atingiu valores significativamente maiores
em comparagao ao tratamento com probioticos, o que
indica maior eficié€ncia do probidtico para manutengao
da qualidade da 4gua, sem a necessidade de renovagoes.
Portanto, a utilizagdo de probidticos na aquicultura
permite melhoria nos pardmetros de qualidade de agua,
além de diminuir impactos econdmicos e ambientais
por meio da reducdo na quantidade de agua utilizada
e na geragdo de efluentes dos sistemas de producao
(Ziemann et al., 1992; Wang et al., 2005).

Para as varidveis peso ¢ comprimento final, nao
foram observadas diferengas significativas entre os
tratamentos com probidticos € o tratamento com
antibiotico (Tabela 1).

Ziaei-Nejad et al. (2006) observaram que o
camardo F. indicus, entre os estagios Misis; e PL,,,
ndo apresentou diferencas significativas quanto
ao peso quando cultivado com ou sem probiodtico
(Bacillus spp.); entretanto, nos estagios Misis; a PL 4,
os camardes cultivados com probidtico apresentaram
maior peso, quando comparados ao tratamento sem
probiotico.

Tabela 1. Médiastdesvio-padrao de oxigénio dissolvido,
pH, nitrito e amonia da agua de cultivo, e peso final,
comprimento e sobrevivéncia de pods-larvas (PLy) no
tratamento com probidticos e controle, com antibidtico,
no cultivo de pos-larvas do camardo-rosa Farfantepenaeus
brasiliensis".

Variavel Probidtico Antibiotico
Oxigénio dissolvido (mg L") 6,47+0,34a 6,36+0,38a
pH 8,32+0,13a 8,25+0,17a
Salinidade (%o) 35a 35a
NO, (mg L) 0,01+0,004a 0,02+0,01b
NH; (mg L) 0,75+0,40a 0,56+0,28a
Desempenho

Peso (mg) 1,90+0,54a 2,08+0,52a

Comprimento (mm) 8,78+0,75a 8,93+0,66a

Sobrevivéncia (%) 74,3+5,46a 83,76+9,79a

(DMédias seguidas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem pelo
teste t de Student, a 5% de probabilidade.
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A sobrevivéncia dos camardes no tratamento
com probiodticos ndo diferiu significativamente do
tratamento controle (Tabela 1). Os resultados obtidos
no presente trabalho estdo de acordo com os de Decamp
et al. (2008), que compararam a adigao de probidtico
(Bacillus spp.) com um tratamento profilatico
(antibidtico) e um tratamento sem ambos os produtos
no cultivo de P. monodon entre os estagios de Nauplio
e PL,,. Esses autores relataram maior sobrevivéncia
nos tratamentos com probidtico e antibidtico, em
comparacdo ao tratamento controle (sem adigdo de
ambos); no entanto, ndo foram observadas diferengas
significativas.

Nao houve diferencas significativas entre os
tratamentos na concentracdo de bactérias do género
Vibrio na agua, ao longo do periodo experimental
(Figura 1). A concentracao de Vibrio spp. na agua de
cultivo ndo influenciou a sobrevivéncia dos camardes
nos diferentes tratamentos. Esse fato pode estar
relacionado a possivel presenga de vibrios nao
patogénicos na agua de cultivo. De acordo com
Gomez-Gil et al. (2000), existem espécies de vibrios
caracterizadas como benéficas ou como patogénicas
aos peneideos. [Esses autores caracterizaram
o V. alginolyticus como benéfico ao camardo
L. vannamei, enquanto Lee et al. (1996) classificaram a
mesma espécie como patogénica a P. monodon. Além
disso, os vibrios sdo oportunistas e causam doengas
e mortalidades em animais apenas quando estes se
encontram fisiologicamente estressados (Alderman
& Hastings, 1998). Provavelmente, os resultados
obtidos quanto ao crescimento e a sobrevivéncia
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Figura 1. Concentragdo de Vibrio spp. na dgua de cultivo nos
tratamentos com probidticos ou controle, com antibidtico,
no cultivo de pds larvas do camardo-rosa Farfantepenaeus
brasiliensis.
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e alimentares adequadas durante o experimento, as
quais nao proporcionaram estresse fisiologico aos
animais. Segundo Rengpipat et al. (2000), a redugio
do estresse pode ser usada para aumentar a resisténcia
dos camardes a doengas, ¢ o estresse causado pela
ma qualidade de agua, por exemplo, pode deixar os
camardes suscetiveis a patogenos. No tratamento com
probioticos, a concentragdo de Vibrio spp. diminuiu
apos o terceiro dia de cultivo, o que provavelmente esta
relacionado a a¢@o dos Bacillus spp. Moriarty (1998) e
Verschuere et al. (2000) reportaram que Bacillus spp.
sdo capazes de competir com outras bactérias, como
Vibrio, por nutrientes e espago, € também podem
excluir outras bactérias pela producdo de antibioticos,
0 que aumenta sua proporc¢do na flora intestinal dos
camaroes.

Para os aspectos qualitativos das pods-larvas, nao
foram observadas diferengas significativas entre
os tratamentos, segundo os critérios avaliados,
com pontuacdo de 95,89+£11,08 e 98,32+10,81
para os tratamentos com probiotico e controle,
respectivamente.

A avaliagdo da satde de larvas e pos-larvas de
crustaceos estocados em viveiros tem se tornado um
fator importante, particularmente para a produgdo de
camardes, uma vez que a sua qualidade pode influenciar
a producao final (Tayamen & Brown, 1999). Diversos
critérios saoutilizados na determinacao da qualidade das
pos-larvas, e incluem: estagio de desenvolvimento das
pos-larvas — quanto maior o grau de desenvolvimento
maior a chance de sobrevivéncia (Parado-Estepa,
1988) —, sobrevivéncia, coloragdo, desenvolvimento do
musculo, e atividade das larvas e pds-larvas (Bauman
& Jamandre, 1990). Outros critérios, como a replecio
do intestino, a presenga de detritos nos apéndices, a
deformidade do corpo e as condi¢des do musculo,
também tém sido considerados.

A utilizacdo de técnicas para a determinagdo da
qualidade das pds-larvas de camardes permite avaliar
a viabilidade das condi¢des de cultivo utilizadas em
sistema de larvicultura, assim como correlacionar a
qualidade das pods-larvas com o posterior desempenho
de determinadas espécies durante a fase de crescimento.
Além disso, como ferramenta de pesquisa, essas
técnicas permitem avaliagdo qualitativa de um
determinado estoque, o que pode ser muito util para
trabalhos experimentais (Bauman & Jamandre, 1990).

No presente trabalho, a utilizacdo de probidtico
ou de antibiotico ndo interferiu na qualidade das
pos-larvas de F. brasiliensis. O método de avaliacao
da qualidade das poés-larvas tem sido utilizado com
sucesso em larviculturas comerciais na Tailandia, na
Malasia e nas Filipinas para identificar problemas de
manejo (Tayamen & Brown, 1999).

Conclusoes

1. Autilizagdo de probidtico ou antibidtico no cultivo
de pos-larvas (PL,y) de Farfantepenaeus brasiliensis
ndo influencia os parametros fisicos e quimicos da agua,
nem o crescimento e a sobrevivéncia dos animais.

2. A concentracdo de Vibrio spp. na dgua de cultivo
se mantém semelhante quando se utiliza probioticos ou
antibiotico no cultivo.

3. Pode-se eliminar o uso de antibidtico no cultivo
de pos-larvas de F. brasiliensis.

4. A utilizagdo de probidticos ou antibidtico durante
o cultivo ndo influencia a qualidade das pos-larvas de
F. brasiliensis.
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