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Resumo

A sociedade podera sofrer com a falta de alimento se ndo aprimorarmos os sistemas de
cultivo. Por esse motivo, sistemas de produgao de alimento, como os sistemas aquicolas,
tém avancado na eficiéncia dos seus processos. Esses avangos abrangem
principalmente menor utilizagdo de espago, menor consumo de agua e minimizagao na
geracgao de efluentes. No sistema de bioflocos, por exemplo, a remogéo de compostos
nitrogenados toxicos n&o € realizada através da troca de agua, sendo mediada por
bactérias. Contudo, o acumulo dessas bactérias, que crescem formando flocos
microbianos, prejudica os animais cultivados e € necessaria a remogao parcial dos
bioflocos por decantagdo. Por remover biomassa de microrganismos e alterar a
disponibilidade de nutrientes por célula bacteriana, a decantagdo pode modificar a
estrutura da comunidade microbiana e afetar o desempenho dos animais cultivados. Esse
trabalho teve como objetivo avaliar se a manutencéo de diferentes niveis de bioflocos
nos tanques de cultivo modifica a estrutura da comunidade microbiana e afeta o
desempenho dos camardes cultivados. Foram testados dois niveis de sélidos suspensos
totais (SST), variavel usada para quantificar os bioflocos: T700 (724 mg L") e T500 (514
mg L"). Os camardes foram cultivados por 50 dias em densidade de estocagem de 906
camardes m com sobrevivéncias proximas de 90%. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos para o desempenho zootécnico dos animais e para as
variaveis de qualidade de agua. Maior riqueza de espécies foi observada para o
tratamento T700, e a estrutura da comunidade microbiana foi significativamente diferente
entre os tratamentos e semanas de cultivo. Maior ocorréncia de bactérias oportunistas,
e. g. Vibrios, foi observada no T500. Os resultados demonstram que a manutengao de
diferentes niveis de bioflocos nos tanques de cultivo modifica a estrutura da comunidade
microbiana. Sistemas de cultivo com niveis de SST préximos de 700 mg L' podem ser
considerados mais seguros do ponto de vista microbiolégico, ou seja, sdo menos
susceptiveis a ocorréncia de bactérias oportunistas potencialmente patogénicas (e.g.
Vibrios) do que tanques com sdlidos préximos de 500 mg L.

Palavras chaves
Bioflocos, diversidade microbiana, ecologia microbiana, SST, camarao.



Abstract

Society may suffer from a lack of food if we do not improve farming systems. For this
reason, food production systems, such as aquaculture systems, have advanced in the
efficiency of their processes. These advances mainly include less use of space, less water
consumption and minimization in the generation of effluents. In the biofloc system, for
example, the removal of toxic nitrogenous compounds is not carried out through the
exchange of water, being mediated by bacteria. However, the accumulation of these
bacteria, which grow to form microbial flakes, harms cultivated animals and partial removal
of bioflocs by settling is necessary. By removing biomass from microorganisms and
altering the availability of nutrients per bacterial cell, settling can modify the structure of
the microbial community and affect the performance of cultivated animals. This work
aimed to evaluate whether the maintenance of different levels of biofloc in the cultivation
tanks changes the structure of the microbial community and affects the performance of
the cultivated shrimp. Two levels of total suspended solids (TSS) were tested, a variable
used to quantify the bioflocs: T700 (724 mg L") and T500 (514 mg L-"). The shrimps were
grown for 50 days at a stocking density of 906 shrimps m3 with survival close to 90%.
There were no significant differences between treatments for the animals’ zootechnical
performance and for water quality variables. Greater species richness was observed for
the T700 treatment, and the structure of the microbial community was significantly
different between treatments and cultivation weeks. Greater occurrence of opportunistic
bacteria, e. g. Vibrios, was observed in the T500. These results demonstrate that the
maintenance of different levels of bioflocs in the culture tanks modifies the structure of the
microbial community. Culture systems with TSS levels close to 700 mg L' can be
considered safer from a microbiological point of view, that is, they are less susceptible to
the occurrence of potentially pathogenic opportunistic bacteria (e.g. Vibrios) than tanks
with solids close to 500 mg L.

Keywords

Bioflocs, microbial diversity, microbial ecology, TSS, shrimp,
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Figura 1. Sélidos suspensos totais (SST) e somatério de decantagdes realizadas por
semana em tanques de L. vannamei cultivados sob duas concentragdes de SST durante
50 dias em densidade de estocagem de 906 camardes m=3. Valores de SST sdo média +
desvio padrao, T700 (o) e T500 (o). Somatorio de decantagdes por semana, T700 (V);
T500 (A).

Figura 2. Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (hnMDS) baseado na similaridade
de Bray-Curtis das abundancias de amostras com diferentes concentragbes de sélidos
suspensos totais: T700 (A) e T500 (V¥ ); numeros acima dos simbolos indicam a data de
coleta por amostra.
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1. Introducgao

A criagdo de estratégias de cultivo ambientalmente sustentaveis € um dos desafios
que o setor aquicola vem enfrentando para aumentar a oferta de alimentos (FAO, 2020).
Os sistemas utilizados atualmente apresentam problemas como o uso elevado de area e
de agua, além da alta geracgao de efluentes (Edwards 2015; FAO, 2020). Por isso, tem-
se pesquisado sistemas de cultivo que solucionem esses problemas simultaneamente,
como o sistema de recirculagao de aquicultura (RAS) e o sistema de cultivo com bioflocos
(BFT) (Attramadal et al. 2012; Crab et al. 2012; Schveitzer et al. 2018).

Sistemas como RAS e BFT se assemelham por compartilharem algumas
caracteristicas de producdo e vantagens ambientais; e. g.: uso de espago reduzido,
densidades de estocagem elevadas, taxa de aeragéo elevada, ciclagem das excretas dos
organismos cultivados (e.g. aménia) pelos microrganismos (Ebeling et al. 2006) e baixa
troca de agua do sistema (Attramadal et al. 2012; Browdy et al. 2001). Contudo, enquanto
0s microrganismos crescem aderidos a midias dentro de biofiltros no sistema RAS, no
sistema BFT a microbiota € mantida em suspensao na agua do tanque e cresce formando
flocos microbianos (bioflocos), que servem de alimento para os animais cultivados
(Avnimelech 2007; Bossier et al. 2016; De Schryver et al. 2008; Wei et al. 2016). Ainda
gue 0s microrganismos sejam essenciais para o sistema BFT, o excesso de bioflocos
precisa ser removido com frequéncia ja que niveis elevados obstruem as branquias dos
animais cultivados (Schveitzer et al. 2013).

Embora apresentem vantagens importantes, tanto no RAS quanto no sistema BFT
a ocorréncia de bactérias patogénicas provoca mortalidade em espécies de peixes e
crustaceos em diferentes estagios de producdo (Krummenauer et al. 2014; Skjermo e

Vadstein, 1999; Toranzo et al. 2005; Tran et al. 2013). Essas bactérias patogénicas, em
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sua maioria, sdo oportunistas e podem ser caracterizadas a partir do conceito ecoldgico
de selecdo r’/k como tendo biomassa instavel préxima da capacidade de suporte
microbiana do sistema, crescimento rapido sob condi¢des apropriadas, baixa
competitividade sob baixos niveis de nutrientes, mortalidade dependente da densidade
microbiana e baixa afinidade por substratos (Vadstein et al. 2013). Um exemplo
importante desses microrganismos r-estrategistas sdo as bactérias do género Vibrio
(Vadstein et al. 2013). Mudangas nas condigdes de cultivo podem perturbar a comunidade
microbiana e favorecer o crescimento desses oportunistas, o que pode causar altas taxas
de mortalidade no cultivo (Johnson et al., 2008; Tran et al. 2013), principalmente quando
0s animais cultivados sdo submetidos a situacdes de estresse (Vadstein et al., 1993).
Devido a ocorréncia desses surtos, estratégias de manejo para controlar a presenga ou
a atividade desses microrganismos patogénicos oportunistas vém sendo desenvolvidas
(Bentzon-Tilia, 2016; Bossier et al., 2016; Plante, 2017; De Schryver e Vadstein, 2014).
Uma dessas estratégias de controle, relacionada a ecologia desses sistemas,
consiste em estabelecer uma comunidade microbiana estavel (madura) através de
manejos que favorecam a selegdo de bactérias K-estrategistas na comunidade
microbiana (Vadstein et al., 2018). Esses microrganismos sao caracterizados pela baixa
taxa de crescimento, biomassa estavel proxima da capacidade de suporte microbiana,
crescimento lento, boa habilidade competitiva em baixo suprimento de nutrientes,
mortalidade independente da densidade e alta afinidade pelo substrato (Vadstein et al.
2018). Nessa estratégia, manipular a estabilidade da comunidade microbiana de forma a
aumentar a proporg¢ao de bactérias K-estrategistas pode reduzir a densidade de bactérias

patogénicas oportunistas r-estrategistas no sistema (Vadstein et al., 1993).
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A principal pressdo ecoldgica que interfere na estabilidade da comunidade
microbiana € a flutuagdo na concentracdo de matéria organica no sistema, que esta
diretamente associada com o conceito de capacidade de suporte (CS). A capacidade de
suporte equivale a biomassa da comunidade suportada pelo conjunto de nichos
(nutrientes disponiveis/densidade microbiana) do sistema (Blancheton et al. 2013), ou
seja, 0 numero maximo de bactérias que pode ser sustentado no sistema ao longo do
tempo (Vadstein et al. 1993). Esse conceito prevé que sistemas de cultivo com biomassa
microbiana proxima de sua CS leva a auséncia de novos nichos e privilegia bactérias K-
estrategistas (Vadstein et al. 2018). No sistema RAS essa presséo ecologica pode ser
controlada reduzindo-se a quantidade de nutrientes no sistema através da constante
remogao de restos de ragao e fezes dos tanques de cultivo (Skjermo e Vadstein, 1999).
Segundo os mesmos autores, outra estratégia seria manipular a area disponivel para a
colonizagao nos biofiltros externos em que se encontram os microrganismos, mantendo
a biomassa microbiana sempre proxima da CS. Esse conceito vem sendo testado no
sistema RAS com resultados positivos em termos de sobrevivéncia das larvas e aumento
na taxa de crescimento de animais cultivados (Attramadal et al., 2012; Vadstein et al.,
1993; Vestrum et al. 2018), e pode ser uma alternativa para o manejo microbiano no
sistema BFT.

No sistema BFT, a CS poderia ser alcancada mantendo-se a biomassa de
microrganismos (bioflocos) préxima da quantidade maxima suportada pelo sistema.
Todavia, a remocgao de bioflocos é necessaria para manter o nivel de solidos suspensos
totais (SST) abaixo de 800 mg L, nivel considerado seguro para o cultivo de camardes
(Schveitzer et al. 2013b). Dessa forma, uma alternativa para estabelecer uma

comunidade com predominancia de K-estrategistas seria manter o sistema de cultivo com
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0 nivel maximo de SST tolerado pelos animais cultivados, evitando ao maximo as
decantagdes e as consequentes perturbagbes geradas por esse processo. Nessa
condicdo, podemos esperar que comunidades microbianas de sistemas com niveis
maiores de biofloco, e portanto, mais proximos da capacidade de suporte, apresentariam
maior diversidade e menor quantidade de bactérias r-estrategistas do que sistemas
mantidos com niveis menores de sélidos.

Com isso, a proposta deste estudo foi avaliar se a manutencgao de diferentes niveis
de bioflocos nos tanques de cultivo modifica a estrutura da comunidade microbiana, o

que poderia se refletir no desempenho dos camardes cultivados.



2. Materiais e Métodos
2.1. Material biolégico

Pos-larvas de Litopenaeus vannamei com 10 dias de vida (PL10) livre de patégenos
(SpeedLine Pathogen Free) que requeiram notificacdo pela Organizagao Internacional de
Saude Animal, foram adquiridas da Aquatec LTDA, Caguaratema, RN, Brasil. As PLs
foram cultivadas em tanques pré-bergarios em densidade de estocagem de 18 PLs L
por 16 dias de acordo com os procedimentos estabelecidos por Schveitzer et al. (2017).
A sobrevivéncia final nesta fase foi de 98%.

Ap0s a fase de pré-bergario, as PLs foram cultivadas em densidade de estocagem
de 940 PLs m?em um tanque cilindrico de 1 m? (tanque matriz) contendo substratos
artificiais (Schveitzer et al., 2018). O peso médio final dos camardes na despesca foi de
2,7 gramas e a sobrevivéncia final de 92%. Agua marinha filtrada foi utilizada para
abastecer o tanque matriz e durante o cultivo ndo houve troca de agua. Glicerol foi
adicionado ao tanque quando a concentragdo de nitrogénio amoniacal total (NAT) foi
superior a 1 mg L. A dose de glicerol foi calculada baseado em Avnimelech (1999),
assumindo que 20 g de carboidratos ou 6 g de carbono orgéanico sdo necessarios para
converter 1 g de NAT em biomassa bacteriana (Samocha, 2007). A fertilizacdo organica
ocorreu até que o processo de nitrificacao estivesse estabelecido, indicado pela queda
de alcalinidade e pH da agua e pelos baixos niveis de amdnia e nitrito (Ebeling et al.,
2006). Nessa fase, adi¢gbes diarias de hidréxido de célcio foram necesséarias para
compensar a acidificacdo promovida pela nitrificacdo. Os camardes foram alimentados
com ragao comercial com teor proteico entre 38% e 40% (Guabi Nutrigdo e Saude Animal,

Campinas, SP, Brazil) (Guabi Potimar).
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Atemperatura e o oxigénio dissolvido na agua dos tanques matriz foram mantidos
em ~28° C e ~6 mg L™, respectivamente. A concentragdo maxima de sdélidos suspensos
totais foi de ~700 mg L™'; salinidade da agua em ~20 g L'; pH entre 7,5 e 8,0; alcalinidade
entre 100 e 250 (mg CaCO L™"). As concentragdes médias de amonia (NAT) e de nitrito

(N-NO2-) foram 0,19 mg L' e 0,17 mg L™, respectivamente.

2.2. Condigbes experimentais e amostragem

Um experimento de 50 dias foi conduzido para estudar a comunidade microbiana
em tanques de cultivo de camardes submetidos a diferentes concentragdes de bioflocos,
expressos como SST na agua. Duas diferentes concentragdes de SST foram estudadas:
tanques com SST médio em torno de 500 mg L' (T500) e tanques com SST médio em
torno de 700 mg L' (T700). Cada tratamento contou com trés repeticdes, que foram
povoadas com 29 camardes de 2,7 g oriundos do tanque matriz e estocados em uma
densidade de 906 animais m3.

A agua usada para abastecer as unidades experimentais foi transferida do tanque
matriz no mesmo dia do inicio do experimento. Essa agua apresentava concentragao de
SST préxima de 700 mg L, dessa forma, nesse mesmo dia foi realizada a decantagao
dos flocos para o tratamento T500, visando ajustar os niveis de solidos de acordo com
os valores estabelecidos no tratamento. Amostras para analise microbiana foram
coletadas semanalmente em cada unidade experimental, totalizando 60 amostras.

As unidades experimentais consistiram de tanques de 32 L (0,45 m de
comprimento x 0,32 m de largura). A aeracdo dos tanques foi confeccionada com
mangueiras porosas, que mantiveram os sélidos em suspensao e a concentragdo de

oxigénio em niveis apropriados. A temperatura da agua foi mantida em 29° C com



aquecedores submergiveis de 50 W controlados por termostatos. Os tanques foram
mantidos em uma sala isolada e receberam apenas iluminagédo artificial com um
fotoperiodo de 12h/12h. Tanques de decantagcdo foram usados para reduzir a
concentragéo de bioflocos. No T500, isso ocorreu quando os SST superavam 450 mg L~
', e no T700 quando o nivel de solidos foi maior que 800 mg L-'. Apds a decantagio, a
agua livre de solidos era devolvida para o respectivo tanque de cultivo.

Uma ragao com teor proteico de 35% (Guabi Nutricdo e Saude Animal, Campinas,
SP, Brazil) (Guabi Potimar) foi oferecida aos camardes quatro vezes ao dia entre 8h e
18h. Entre 5 e 10% de cada refei¢cao era colocada em bandejas de checagem para avaliar
0 consumo e ajustar a quantidade. A alcalinidade da agua foi ajustada através da adigao
de cal hidratada. Nao houve troca de agua durante o cultivo, apenas adi¢do de agua doce

para compensar a evaporagao.

2.3. Variaveis de qualidade de agua

O oxigénio e a temperatura da agua foram medidos utilizando uma sonda YSI 550A
(YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, USA). Um pHmetro (PHB-500, IONLAB, Araucaria,
PR, Brazil) e um refratbmetro (RHS-10, YHequipment, Shenzen, China) foram usados
para medir o pH e a salinidade, respectivamente. Alcalinidade (2320 B) e SST (2540 D)
foram analisados de acordo com APHA (2005). SST foram medidos utilizando microfiltros
de fibra de vidro de 0.6-uym (GF-6, Macherey-Nagel, Duren, Germany). As analises de
amonia e nitrito foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro seguindo os métodos

descritos por Koroleff (1969) e Bendschneider e Robdon (1952), respectivamente.



2.4. Desempenho dos camarées

Peso médio final (g), ganho de peso semanal (g semana'), sobrevivéncia (%),
biomassa final (kg m) e a taxa de conversao alimentar (FCR) foram usados para avaliar
o desempenho dos animais. A biomassa inicial foi subtraida da biomassa final no calculo
da conversdo alimentar. Quinzenalmente, sete camardes foram amostrados em cada
unidade experimental para determinagao do crescimento. Apds a pesagem, os camardes

foram devolvidos para seus respectivos tanques.

2.5. Analise da comunidade microbiana

As amostras para caracterizagao da estrutura da comunidade microbiana da agua
foram determinadas pelo sequenciamento de alta performance e bioinformatica, com
anotacao até o nivel de género. Aproximadamente 50 ml de agua dos tanques foram
retirados por seringa para cada amostra, imediatamente antes da primeira alimentagao
do dia dos camardes, filtrados com filtro Sterivex (0,22 ym), acondicionados com 1.8 mL
de tampao TE (50 mM Tris-50 mM EDTA) e armazenados em freezer a -20 °C até a
extracao.

As amostras foram lisadas dentro do filtro Sterivex e transferidas para tubos depois
da lise. As células sofreram a lise com a adicdo de 50 yL SDS a 20% de concentragao e
5 pL de proteinase K (Machery-Nagel™) e incubagdo a 50 °C por 60 min. O DNA foi
extraido com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e precipitado com etanol. A
concentragdo de DNA (ng uL") e a pureza (A260/280, A260/230), almejando a melhor
performance para a reagdo em cadeia por polimerase (PCR) foram medidas pelo
NanoDrop 2000 Spectrophotometer® (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) apds a

extracao.
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As amostras foram amplificadas para o gene de RNA ribossomal 16S (16S rDNA),
cuja sequéncia alvo foram as regides hipervariaveis V3-V4, utilizando primers ja contendo
adaptadores comerciais para sequenciamento (Klindworth, 2013) utilizando protocolos ja
estabelecidos comercialmente (llumina). Os produtos de PCR (~460 bp) com
adaptadores foram quantificados e verificados por fluorescéncia (Qubit), eletroforese
capilar (Bioanalyzer) e PCR em tempo real (Kappal/Life), ja constituindo as bibliotecas. A
amplificacdo e o sequenciamento foram realizados pela plataforma MiSeq do llumina,
segundo protocolos do fabricante, através de prestagdo de servicos do Centro de
Genbmica Funcional ESALQ/USP Piracicaba.

A distincdo entre barcodes foi realizada por software dedicado da llumina.
Sequéncias curtas (< 75bp) foram removidas, e as sequéncias brutas foram cortadas
dinamicamente usando SolexaQA ++ (Cox et al. 2010), usando parametros padrao. As
extremidades emparelhadas foram reorganizadas com o PAIRFQ (programa de licenca
aberta) e juntas com o PANDASEQ (Masella et al., 2012). Réplicas de reads idénticas
foram agrupadas através do comando grep no prompt de comando. SWARM foi usado
para agrupar os reads em OTUs (Mahé, 2014). Finalmente, o Mothur 1.36, uma
ferramenta de bioinformatica para analise de sequéncias do gene 16S rRNA, conforme
descrito por (Schloss et al., 2009), foi usada para anotagao (classifiy.seqs) contra o banco
de dados Silva SSU (v1.32) (Quast et al., 2012), corretamente formatado e

disponibilizado pelo Mothur.

2.6. Analise estatistica
Todos os testes estatisticos foram conduzidos com um nivel de confianca de 95%

(p = 0,05). Dados de desempenho zootécnico e variaveis de qualidade de agua foram
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analisados pela ANOVA unifatorial. Normalidade e homocedasticidade foram avaliadas
pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Dados de sobrevivéncia sofreram
transformagao angular antes da analise.

Descritores univariados da comunidade microbiana (riqueza, diversidade e
equidade) normalizada pela amostra com menor numero de reads foram analisados pela
ANOVA bifatorial. Analise de variancia permutacional (PERMANOVA) (Andersom, 2008)
baseada em uma matriz de similaridade de Bray-Curtis foi aplicada para avaliar o efeito
dos tratamentos e do tempo sobre a composicdo da comunidade microbiana. A
ordenacdo dos dados multivariados foi realizada utilizando-se o escalonamento
multidimensional ndo métrico (hnMDS) baseado na similaridade de Bray-Curtis.

As analises de dados foram conduzidas usando os programas STATISCA (Statsoft
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA), PAST v.4,03 (Hammer et al., 2001), e PRIMER v.6 (Clarke

and Gorley, 2006) com o pacote PERMANOVA1 (Anderson et al., 2008).
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3. Resultados
3.1. Variaveis de qualidade de agua
Nao foram observadas diferengas significativas nas variaveis de qualidade de
agua entre os dois tratamentos (Tabela 1). A exceg¢do ocorreu para os SST, que foram

maiores no tratamento T700 (Figura 1).

Tabela 1. Variaveis de qualidade de agua nos tanques de cultivo de L. vannamei cultivados por
50 dias em densidade de 906 camardes m sob duas concentragbes de sdlidos suspensos totais.

Parametros T700 T500
Temperatura (°C) 295+0,2 29,3+0,3
OD (mgL™) 6,2+0,1 6,2+0,1
Salinidade 200 200
pH 7901 7910
Alcalinidade (mg CaCOs L) 140,3 £ 3,6 153,6 1,7
Amonia (mg TAN L) 0,3+0,1 0,4+0,1
Nitrito (mg NO?>—N L) 0,8+0,1 1,5+ 0,1
Sélidos suspensos totais (mg L) 724 + 433 514 +9°

Valores sao por média + desvio padrao.
Médias na mesma linha com letras diferentes sao significativamente diferentes (ANOVA, P < 0,05)
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Figura 1. Solidos suspensos totais (SST) e somatério de decantacdes realizadas por semana em
tanques de L. vannamei cultivados sob duas concentracbes de SST durante 50 dias em
densidade de estocagem de 906 camardes m=. Valores de SST s&o média + desvio padréo, T700
(o) e T500 (o). Somatodrio de decantagdes por semana, T700 (V); T500 (A).

3.2. Desempenho zootécnico

Nao foram observadas diferencas significativas no desempenho zootécnico dos

camaroes (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho zootécnico nos tanques de L. vannamei cultivados por 50 dias em
densidade de 906 camardes m= sob duas concentragdes de solidos suspensos totais.

Variavel/Tratamento T700 T500
Média do Peso Final (g) 6,7 0,1 6,3+0,5
Ganho de peso (g semana™) 0,6 +0,0 0,5+0,1
Sobrevivéncia (%) 90,8 £2,0 90,8 £ 10,5
Biomassa final 177,3+3,9 166,2 + 28,7
Conversao alimentar 2,8+0,1 3,1+0,6

Valores sdo média + desvio padrdo. Peso médio inicial dos camardes: 2,67 + 0,01 g.
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3.3. Diversidade e estrutura da comunidade microbiana

O numero maximo de OTUs encontradas nas amostras analisadas foi de 1768, e
o numero de reads variou entre 78365 e 135429. As abundancias médias dos tratamentos,
depois de os dados serem normalizados e arredondados, foram de 78418,3 + 28,7 para
T700 e 78397 *

27,2 para o T500. Apenas dezessete géneros ocorreram com

abundancias maiores que 1% (Tabela 3).

Dos indices ecologicos analisados, foram observados efeitos significativos do nivel
de solidos para riqueza, em que tanques com niveis de SST menores apresentaram
menor riqueza (Tabela 4). A riqueza também foi afetada pelo tempo e de maneira geral,
houve redugao desse indice do inicio para o fim do cultivo (dados ndo apresentados).

Tabela 3. Abundancia relativa (porcentagem) dos géneros mais abundantes (abundancia > 1%)
presentes nos tratamentos com niveis diferentes de sdlidos suspensos totais. Todos os grupos

pertencentes ao dominio Bacteria.

Filo Classe Ordem Familia Género T700 T500
Bacteroidetes Bacteroidia Chitinophagales  Saprospiraceae uncultured 10,1+58 91%54
Chloroflexi Anaerolineae Caldilineales Caldilineaceae uncultured 99+60 55%37
Actinobacteria  Actinobacteria PeM15 PeM15_fa PeM15_ge - 30141
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Pseudoalteromonadaceae Pseudoalteromonas 1,3+06 21%13
Bacteroidetes Bacteroidia Chitinophagales  Saprospiraceae Phaeodactylibacter 24+26 2,125
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Psychromonadaceae Motilimonas 20+082 2*07
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Donghicola 20+38 1528
Proteobacteria Deltaproteobacteria PB19 PB19_fa PB19_ge 1,0+x10 1414
Bacteroidetes Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Aurantivirga - 13+15
Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio - 12+15
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Pseudoalteromonadaceae uncultured - 1,2+0,7
Bacteroidetes  Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Tamlana - 1,1+06
Bacteroidetes  Bacteroidia Cytophagales Cyclobacteriaceae Cyclobacterium - 1,1+27
Proteobacteria Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales Rhodobacteraceae Litorisediminivivens 11+12 11+14
Chloroflexi Anaerolineae SBR1031 Adb Adb_ge 1,2+09 10+£08
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Maliponia 16+19 -
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodobacteraceae_ge 1,6 +2,7 -
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Tabela 4. Resumo dos descritores da comunidade microbiana dos tratamentos com diferentes
niveis de sélidos suspensos totais.

indices Tratamento ANOVA

T700 T500 SST Tempo SSTxT
Riqueza 1033,3+47,9 994 + 64,8 0,033763 0,000915 0,373215
Equidade 0,1+0,03 0,1+£0,02 0,540923 0,914916 0,486783
Diversidade (Chao-1) 1261,7 £ 190,6 1264,2 + 201,0 0,979682 0,174524 0,494757

Valores sao média + desvio padrao.
Valores em negrito sustentam efeito significativo (ANOVA).

Os resultados da PERMANOVA demonstraram que o nivel de sdlidos afetou
significativamente a estrutura da comunidade microbiana (Tabela 5). Da mesma forma,
houve efeito significativo do tempo de cultivo em que a estrutura da comunidade
microbiana foi modificada do inicio para o fim do cultivo, independentemente do nivel de

sélido testado (Tabela 5).

Tabela 5. Resultado da analise de varidncia multivariada da microbiota das amostras com
diferentes niveis de sdlidos (SST) ao longo de 50 dias de cultivo.

Descritor df SS MS  Pseudo-F P(perm) Perm. Comparagao
SST 1 3140 3140 5,0251 0,001 997 T700 # T500
Dias de 7 23101  3300,1 5,2813 0,001 997

cultivo

SST x Dias 7 5710,1 815,72 1,3054 0,067 997
Res 24 14997 624,86
Total 39 48433

Valores em negrito indicam efeito significativo.

O nMDS mostrou uma nitida separagcao das amostras com diferentes niveis de
SST e entre os dias de cultivo (Figura 2). Dos organismos com abundancia maior que

1%, nove géneros (52,9%) estiveram presentes nos dois tratamentos (Tabela 3). Em
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termos de abundancia de reads, esses nove géneros representaram 34,5% * 0,1 de todos
os reads (considerando todos os dados; Tabela 3). Por outro lado, seis géneros ocorreram

somente no tratamento T500 (35,3%) e dois géneros somente no tratamento T700 (11,8%)

(Tabela 3).
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Figura 2. Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (hnMDS) baseado na similaridade de
Bray-Curtis das abundancias de amostras com diferentes concentragbes de sélidos suspensos
totais: T700 (A) e T500 (¥); numeros acima dos simbolos indicam a data de coleta por amostra.
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4. Discussao
4.1. Desempenho zootécnico

Os indices zootécnicos dos animais cultivados foram parecidos entre os
tratamentos, sugerindo que as alteragbes na comunidade microbiana ndo foram
suficientes para afetar de forma significativa o desempenho dos organismos. Porém,
apesar de a sobrevivéncia média ter sido alta para os dois tratamentos e ndo haver
diferenca significativa entre os tratamentos, o desvio padrdo do T500 foi cinco vezes
maior do que no T700. Surtos de mortalidade no cultivo de camarées acompanham a
desestruturacdo da microbiota principal (core microbiota) presente no intestino dos
camardes, tornando-a mais heterogénea devido a processos predominantemente
estocasticos (Yao et al. 2018). No presente estudo, a maior variabilidade na sobrevivéncia
dos camardes do T500 pode estar associada com as alteracbes da estrutura da
comunidade microbiana, especificamente com a maior presenca de bactérias

oportunistas no T500 (discutido no tépico 4.3).

4.2. Diversidade da comunidade microbiana

Uma das hipoéteses do trabalho era de que o aumento na quantidade de bioflocos
se refletiria em maior diversidade e equidade de espécies. Ariqueza de espécies foi maior
no tratamento T700 e isso pode estar associado com a maior presenca de espécies raras
nesse tratamento (espécies com numero baixo de reads, dados n&o apresentados).
Frequéncias maiores de decantagdo diminuiram o tempo de residéncia das células
bactérias nos tanques, assim o tratamento T500, que realizou mais decantacdes
apresentou menos espécies raras e consequentemente menos abundancia total de

espécies. Porém, ndo foram observadas diferengas significativas na diversidade (Chao-
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') e na equidade entre os tratamentos. Ainda assim, os dados mostraram diferenca para

os tratamentos na estrutura da comunidade microbiana entre os tratamentos.

4.3. Composi¢do da comunidade microbiana

Nossos dados mostram que a estrutura da comunidade microbiana foi diferente
entre tanques submetidos a diferentes intensidades de sedimentacdo. Em parte, essa
diferenca pode estar associada a prépria decantagéo (sedimentacdo), que € um processo
seletivo de remocao de bioflocos (Schveitzer et al. 2020). Esses autores concluiram que
a sedimentagao modifica a estrutura da comunidade microbiana ja que remove particulas
densas de floco, que tem composicéo diferente daquela encontrada em flocos de menor
densidade. Como os tanques do T500 sofreram maior numero de decantac¢des e, portanto,
maior taxa de remocao de flocos densos, seria esperado uma diferenga na composicao
de espécies em relacao aos tanques do T700.

Além disso, a perturbacdo promovida por frequentes decantagcdes aumenta a
diferencga entre a biomassa microbiana do sistema e sua capacidade de suporte, podendo
desestabilizar a comunidade microbiana ao longo do tempo (Vadstein et al. 1993). A
decantacdo reduz a densidade de bactérias e consequentemente, aumenta a
disponibilidade de nutrientes por célula bacteriana (relagdo alimento/microrganismo).
Esse ambiente enriquecido, com espago para colonizagdo, favorece espécies
oportunistas r-estrategistas de rapido crescimento (e.g. Vibrios), que sao eficientes em
colonizar novos nichos criados tanto pelo aumento do suprimento de nutrientes quanto
pela redugdo do numero de competidores. Nos tanques do T500, com menos bioflocos
e, portanto, mais distantes da capacidade de suporte microbiana do sistema, o ambiente

ecolégico criado favoreceu a proliferagdo de organismos oportunistas r-estrategistas
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(discutido abaixo). Por outro lado, no tanques com maior quantidade de bioflocos (T700),
em que a populagcdo esta mais préxima da capacidade de suporte do sistema, a
ocorréncia de bactérias K-estrategistas foi favorecida ja que competem melhor em
ambientes mais estaveis (menos perturbados) e limitados em nutrientes (Vadstein et al.
1993).

O ambiente de cultivo resultante do manejo nos tanques do T700 parece ter sido
mais favoravel a bactérias K-estrategistas. Por exemplo, observamos maior ocorréncia
de bactérias da familia Rhodobactereaceae, que sao colonizadores de biofilme e
predominantemente K-estrategistas (Bruhn et al. 2007; Cardona et al. 2016; Xiong et al.
2018). Organismos dessa familia também tém sido sugeridos como espécies probidticas
em fungéo da relagéo antagbnica de crescimento com a familia Vibrionaceae (Fjellheim
et al. 2010; Pro-Garcia et al. 2014). Adicionalmente, sdo considerados organismos
importantes no tratamento de agua (Zheng et al. 2017), na promog¢ado da saude dos
camardes cultivados (Cardona et al. 2016; Wang et al. 2014; Yao et al. 2018) e
encontrados em maior abundancia em intestino de camardes saudaveis do que em
camardes doentes (Chen et al. 2017; Yao et al. 2018; Zhu et al. 2016).

Nos tanques do T500, por outro lado, bactérias potencialmente patogénicas para
o0 sistema ocorreram em maior propor¢ao, e.g. as do género Vibrio. Vibrios sao
oportunistas r-estrategistas compostos por espécies comuns entre as bactérias
patogénicas causadoras de doengas em peixes e camardes (Fjellheim et al. 2010;
Sudheesh et al. 2012). Outros géneros menos recorrentes no cultivo de camardes, mas
problematicos para outros organismos aquaticos cultivados ocorreram também no T500.
Os géneros Tamlana e Aurantivirga, por exemplo, da familia Flavobacteriaceae, € um

grupo representado por bactérias patogénicas para a aquicultura (Farkas 1985;
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Nematollahi et al. 2003; Starliper 2011; Wakabayashi et al. 1989). A espécie
Flavobacterium psychrophilum é responsavel pela CWD (coldwater disease), doencga que
causa a necrose de tecidos de trutas e salmonideos (Starliper 2011), bem como o agente
causador da RTSF (rainbow trout fry syndrome) (Vatsos et al. 2001). O género
Cyclobacterium e a familia Pseudoalteromonadaceae (género Pseudoalteromonas e
uncultured), também mais abundantes no T500, pertencem ao um grupo de bactérias que
geralmente s&o patogénicas (Huang et al. 2020; Xiong et al. 2018).

Durante o cultivo houve aumento na oferta de racdo, elevando também a
capacidade de suporte dos tanques ja que parte dos nutrientes presentes na ragéo ficam
disponiveis para os microrganismos. Como o nivel de sélidos permaneceu constante nos
tanques de cultivo, a diferenga entre a biomassa de bactérias e a capacidade de suporte
do sistema foi aumentando no tempo. Essa alteragao, que modifica a disponibilidade de
nutrientes por célula bacteriana e afeta a competicdo entre os microrganismos, pode ter
sido o fator responsavel pela mudancga temporal na estrutura da comunidade. Apesar da
mudanca na composi¢ao de espécies entre as semanas de cultivo, no tratamento T700
nao foi observada predominancia de espécies patogénicas oportunistas, sugerindo que
a perturbagao gerada no sistema ao longo do tempo nao foi suficiente para modificar o
estado ecoldgico da comunidade.

Os resultados do presente estudo tém implicagbes praticas para o manejo de
sistemas de cultivo com bioflocos. Tanques manejados com maiores niveis de bioflocos
podem ser considerados mais seguros do ponto de vista microbioldgico, ou seja, menos
susceptiveis a ocorréncia de bactérias oportunistas potencialmente patogénicas. Dessa

forma, uma vez que o nivel de sdlidos seja adequado para o organismo alvo cultivado,
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0s soOlidos devem ser mantidos em niveis elevados, evitando assim as frequentes

decantacdes que perturbam o sistema.
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5. Conclusao

Os resultados demonstram que a manutencao de diferentes niveis de bioflocos
nos tanques de cultivo modifica a estrutura da comunidade microbiana. Sistemas de
cultivo com niveis de solidos suspensos totais proximos de 700 mg L' possuem maior
rigueza de espécies e sao menos susceptiveis a ocorréncia de bactérias oportunistas
potencialmente patogénicas (e.g. Vibrios) do que tanques com solidos proximos de 500

mg L.
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