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RESUMO GERAL

A carpa capim (Ctenopharyngodon idella) consome um volume elevado de matéria
vegetal e tem sido utilizada para controle de plantas aquéticas. Parte da celulose
contida nestes vegetais acredita-se ser degradada por bactérias intestinais. Fontes
alimentares constituidas de carboidratos, ao serem metabolizadas em ambiente
anaerobio, geram produtos secundarios como acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
gue fornecem energia e carbono necessérios para a manutencao do metabolismo do
animal. A identificacdo das bactérias que habitam o trato intestinal desses animais é
fundamental para a compreensao do processo fermentativo, e para iSso o0 uso de
ferramentas de biologia molecular, como a utilizacdo de sequéncias do RNAr 16S, é
indicado. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade fermentativa in vitro
de diferentes fontes de carboidrato pela microbiota intestinal do peixe carpa capim e
realizar a caracterizacdo molecular das bactérias presentes apds a fermentacao in
vitro. Nove espécimes de carpa capim foram coletados de viveiros escavados do setor
de piscicultura da PUCPR (LAPEP). Os animais foram eutanasiados e seus intestinos
foram retirados. O conteudo intestinal foi incubado em meio de cultivo anaerébio
contendo feno de alfafa, fuba de milho e glicose como fontes de carbono. Os valores
de pH e nitrogénio amoniacal (N-NHz) foram medidos em Oh, 8h, 12h, 24h e 48h, sob
diferentes temperaturas de incubacédo (18 °C, 26 °C e 37 °C). As analises de AGCC
foram realizadas para os tempos Oh, 8h e 48h, a partir de amostras incubadas a 26
°C. ApoOs 48h de incubacgdo, foi extraido o DNA do conteido dos frascos de
fermentacdo, seguido por amplificacdo por PCR do gene RNAr 16S utilizando os
primers 27F e 1492R. O produto de PCR foi clonado e o DNA plasmidial dos clones
foi extraido por miniprep e seus fragmentos foram sequenciados. As sequéncias
obtidas foram comparadas com aquelas presentes nos bancos de dados RDP e
GenBank. O meio apresentou acidificacdo de 6,8 para 6,6 para no tratamento com
glicose; de 6,9 para 5,9 com fuba e manteve-se inalterado no tratamento de feno (6,9).
A concentragdo de N-NHs observada nos tempos Oh e 48h variou de 2,2 mM a 3,3mM;
de 2,4 mM a 2,8mM e de 2,4 mM a 3,9mM nos tratamentos contendo glicose, fuba e
feno, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre as concentracdes de
N-NHs e as diferentes temperaturas de incubacdo. A concentracao total de AGCC
mensurada nos tempos Oh e 48h de incubacao na temperatura de 26 °C foi de 8, mM
a 28 mM para glicose, 3,7 mM a 63,4 mM para fuba e de 4,6 mM a 18,6 mM para
feno. Os filos mais abundantes identificados nos tratamentos de glicose e feno
incubados a 26 °C foram, em ordem decrescente, Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes e Fusobacteria. Entre os géneros bacterianos identificados, os mais
abundantes foram Eubacterium, Pseudomonas e Clostridium na amostra contendo
glicose e Cetobacterium, Clostridium e Anaerosinus na amostra contendo feno. As
espécies bacterianas identificadas foram Eubacterium aggregans, Eubacterium sp.,
Clostridium butyricum e Pseudomonas sp. no tratamento com glicose e Clostridium
sp., Robinsoniella peorienses, Cetobacterium somerae e Hafnia alvei no tratamento
de feno. Os resultados encontrados demonstram que a microbiota intestinal de carpa
capim possui capacidade significativa de fermentar carboidratos, considerando os
dados de pH, AGCC e producédo de gas, quando comparados com valores obtidos
para outros peixes. A caracterizacdo molecular predominante de microrganismos
anaerébios demonstra que as condi¢cdes de anaerobiose foram mantidas durante o
experimento. A diversidade microbiana encontrada, bem como os parametros de
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fermentacdo sugerem que a dieta exerceu influéncia sobre a microbiota intestinal e

consequentemente sobre o potencial fermentativo do contetddo do intestino de carpa
capim.

Palavras-chave: Carpa capim. Carboidrato. Fermentacao in vitro. RNAr 16S.



ABSTRACT

The grass carp (Ctenopharyngodon idella) ingests large amounts of plant material and
has been used to control aquatic plants. Part of the cellulose present in the plants is
believed to be degraded by intestinal bacteria. Dietary sources comprised of
carbohydrates when metabolized in an anaerobic environment generate short chain
fatty acids (SCFA) which provide energy and carbon necessary for the maintenance
of the animal’s metabolism. The identification of bacteria that inhabit the intestinal tract
of animals is fundamental to the understanding of the fermentation process and the
use of molecular biology tools such as the 16S rRNA sequences is recommended.
This work aimed to evaluate the in vitro fermentative ability of the intestinal microbiota
of the grass carp on different sources of carbohydrates and to characterize the
bacteria present following in vitro fermentation. Nine grass carp specimens were
collected from excavated ponds located in the fish farm of PUCPR (LAPEP). Animals
were euthanized and their intestines were removed. The intestinal contents were
incubated in anaerobic culture medium containing either alfalfa hay, corn meal and
glucose as carbon sources. The pH and ammonia (NH3) values were measured at Oh,
8h, 12h, 24h and 48h under different incubation temperatures (18°C, 26°C and 37°C).
The analysis of SCFA were performed on samples from incubation times of Oh, 8h and
48h and at 26°C. After 48 h of incubation, DNA was extracted from the contents of the
fermentation flasks, followed by PCR amplification of the 16S rRNA gene using
primers 27F and 1492R. The PCR product was cloned, the plasmid DNA was
extracted by miniprep and fragments were sequenced. Sequences were compared to
those present in GenBank and RDP databases. Upon incubation, media suffered
acidification, with pH values reducing from 6.8 to 6.6 in the glucose treatment; from
6.9 to 5.9 in the cornmeal treatment and remained unchanged in the hay treatment
(6,9). The concentration of NHs at Oh and 48h ranged from 2.2 mM to 3.3 mm; 2.4 mM
to 2.4 mM; and 2.8mM to 3.9mM in glucose, corn and hay treatments, respectively.
There was no significant difference between the N-NHz concentrations in the different
incubation temperatures. The concentration values of total SCFA measured at Oh and
48h at 26 ° C was 8 mM and 28 mM under glucose, 3.7 mM and 63.4 mM under
cornmeal, and 4.6 mM and 18, 6 mM under alfalafa hay. The most abundant phyla
identified in glucose and hay treatments incubated at 26°C were, in descending order,
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes and Fusobacterium. Among the identified
bacterial genera, the most abundant were Eubacterium, Pseudomonas and
Clostridium in the glucose treatment, and Cetobacterium, Clostridium and
Anaerosinus in hay. ldentified bacterial species were Eubacterium aggregans,
Eubacterium sp., Clostridium butyricum and Pseudomonas sp. in the treatment with
glucose, and Clostridium sp., Robinsoniella peorienses, Cetobacterium somerae and
Hafnia alvei in the treatment with hay. The results show that the intestinal microbiota
of grass carp has significant capacity to ferment carbohydrates, when pH, SCFA and
gas production data were compared to values obtained for other fish. The molecular
characterization of predominantly anaerobic microorganisms shows that anaerobic
conditions were maintained during the experiment. The microbial diversity observed
under the various treatments as well as the values of the fermentation parameters
suggest that the diet influence the intestinal microbiota and hence the fermentation
potential of the grass carp gut contents.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGCAO

A carpa capim (Ctenopharyngodon idella) pertence a familia Cyprinidae,
originaria da China e foi introduzida em mais de cem paises do mundo (Song et al.,
2009). E uma espécie que vem mostrando resultados satisfatérios em viveiros de
piscicultura, apresentando excelente aceitacédo pelo mercado consumidor, tanto para
a pesca esportiva quanto para a alimentacdo direta, tendo se tornado o terceiro
organismo aquatico mais produzido no mundo em 2002, e a espécie mais cultivada
na China.

A carpa capim possui hébito alimentar herbivoro com elevada capacidade em
consumir material vegetal, sendo largamente utilizada no controle de plantas
aquaticas. Como a carpa capim nao possui a capacidade de digerir celulose presente
nas células vegetais, tal funcéo precisa ser desempenhada pelas bactérias do trato
digestdrio.

A populacdo microbiana presente no trato intestinal de peixes em geral é
complexa e dindmica, derivada do ambiente aquético, solo e sedimento circundante,
além dos microrganismos obtidos através da dieta. Essa simbiose possui um
importante papel na nutricdo e saude do animal.

Os carboidratos representam uma fonte de energia de baixo custo na dieta de
peixes, servindo como precursores de aminoacidos nao essenciais e acidos
nucleicos, necessarios ao crescimento animal. No entanto, a concentracdo de
carboidratos tolerados por cada espécie deve ser considerada.

Este trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade fermentativa da
microbiota do contetdo intestinal de carpa capim e realizar a caracteriza¢cado molecular

da comunidade bacteriana presente no processo fermentativo.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INTRODUCAO

A populagdo microbiana presente no trato intestinal de peixes &€ complexa e
dindmica, derivada do ambiente aquético, solo e sedimentos circundantes, além dos
microrganismos obtidos através da dieta. Essa comunidade possui um importante
papel na nutricdo e saude do animal (Nayak, 2010).

Estudos sobre a caracterizagdo dessa microbiota e sua relacdo com a
degradacdo de alimentos e geracdo de energia através de produtos metabolizados
para a nutricdo do hospedeiro vém crescendo (Cabhill, 1990; Krogdahl et al., 2005;
Nayak, 2010; Han et al., 2010; Tian et al., 2010; Ni et al., 2012; Wu et al., 2012; Zhou
etal., 2012; Zhou et al., 2013; Li et al., 2014; Wang et al.,2014a). No entanto, ha ainda
muito a ser compreendido sobre essas associacdes a fim de estabelecerem-se
condicbes adequadas de manipulacdo, visando a utilizacdo de produtos
metabolizados por essa microbiota e sua contribuicdo a nutricdo de peixes.

Assim, justifica-se o desenvolvimento de estudos que visem a caracterizagao
da microbiota intestinal de peixes para melhor esclarecimento sobre a interagéo

estabelecida entre microbiota intestinal de peixes e seu hospedeiro.

2.2 ANATOMIA E HABITO ALIMENTAR

A carpa capim € um peixe herbivoro, mas durante seus primeiros estagios de
vida se alimenta de rotiferos e crustaceos, além de algumas espécies de algas. Ao
atingir cerca de 27 mm de comprimento, o alimento predominante passa a ser plantas
macrofitas e, a partir desse estagio, o consumo de alimento animal torna-se
insignificante e a carpa passa a ter uma dieta quase que exclusivamente vegetal.
Esse peixe apresenta preferéncia por macrofitas que contenham alta concentragédo
de nitrogénio, baixa relacédo de carbono: nitrogénio (C:N) e baixa concentracdo de

matéria seca (Dorenbosch e Bakker, 2011).



Essa espécie pode chegar a pesar cerca de 30 kg a 36 kg e atinge sua
maturidade com aproximadamente quatro anos de vida ou o peso de 4 kg a 5 kg.
Crescem cerca de 9 cm a 10 cm por ano e ganham cerca de 1kg de peso no mesmo
periodo de tempo. A alimentacdo da carpa capim € estimulada pela temperatura da
agua, sendo que o animal passa a ingerir alimento em temperaturas acima de 8 °C e
atingem seu apice alimentar quando a temperatura da agua encontra-se entre 20 °C
e 26 °C, conforme dados revisados por Chilton e Muoneke (1992).

A carpa capim possui dentes faringianos especializados em rasgar e triturar
vegetais. No entanto, a digestdo desses vegetais é incompleta, sendo 60 a 70% das
plantas aquaticas digeridas e o restante eliminado nas fezes, sem apresentar, muitas
vezes, sinais visiveis de digestéo (Hickling, 1966). Essa espécie ndo possui estbmago
e o trato digestério é formado por um longo tubo com aproximadamente o dobro do
comprimento corporeo do animal em sua fase adulta (Hickling, 1966; Du et al., 2009).

Li et al. (2014) observaram que a permanéncia da forrageira capim Sudao
(Sorghum sudanense) no intestino de adultos de carpa capim, mantidos em agua com
temperatura de 25 °C, variou de 8h a 10 h, quando alimentados exclusivamente com
a forrageira. Além disso, 0s autores encontraram residuos vegetais nao digeridos nas
fezes dos animais. Esses fatos sugerem que o tempo de permanéncia do alimento de
origem vegetal é curto e que, por essa razao, a utilizacdo da celulose pode nao ser
significativa.

Ao analisarem o0 consumo e evacuacao de dietas formuladas para juvenis de
carpa capim contendo diferentes concentracbes de lipidios (6% e 10%) Du et al.
(2009) observaram que o tempo de passagem do alimento pelo trato intestinal € de
12 horas, tempo considerado curto em comparacdo a peixes onivoros e carnivoros,
cujo tempo de evacuacao pode exceder 24 horas.

Entre os peixes, poucas espécies possuem camaras de fermentagdo
especializadas no trato digestivo, mas, mesmo sem esse aparato, esses animais
abrigam endossimbiontes e podem apresentar concentracbes consideraveis de
acidos graxos volateis, sugerindo que a retencéo do alimento no intestino é suficiente
para permitir fermentacao (Clements, 1997).

Apesar da retencdo do alimento ndo ser comparativamente tdo longa, a
presenca de acidos graxos volateis no trato gastrintestinal (se¢édo 2.3.4) sugere que

a utilizacdo de fibra vegetal pode ser uma alternativa na alimentagéo de carpa capim.
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A determinacdo do potencial fermentativo da microbiota intestinal desse peixe,

portanto, faz-se necessaria.

2.3 MICROBIOTA GASTRINTESTINAL

O trato gastrintestinal de peixes é colonizado por microrganismos ja no estagio
larval e as bactérias envolvidas nesse processo podem criar um habitat favoravel ao
seu desenvolvimento através da modulacao de genes do intestino, prevenindo, desta
forma, a invasao de outras bactérias que venham a constituir esse ecossistema. Esse
mecanismo utilizado no estabelecimento da microbiota normal ajuda a manter a
saude do hospedeiro, promovendo uma resisténcia a coloniza¢do de microrganismos
invasores (revisado por Gomez e Balcazar, 2008).

Estudo utilizando gnotobidticos de zebrafish (Danio rerio) identificou 212 genes
gue sao regulados pela microbiota intestinal, destes, 15 foram relacionados com o
aumento da proliferacéo epitelial, como por exemplo, o gene ribonucleotideo redutase
subunidade M2 (Rrm2) e antigeno nuclear de proliferacdo celular (Pcna). Além
desses, foram identificados genes envolvidos com a resposta imune inata (proteina C
reativa (Crp) e angiogenina 4 (Ang4), entre outros) e com o metabolismo de
nutrientes, como por exemplo, a modulacdo do metabolismo do colesterol
(apolipoproteina B (ApoB) (Rawls et al., 2004).

O trabalho de revisdo sobre a fermentacédo de carboidratos pela microbiota
intestinal de humanos, realizado por Hugenholtz et al. (2013), aponta que o0s
microrganismos desempenham um papel importante no metabolismo, como por
exemplo, na utilizacao de energia e também na manutencao da saude do hospedeiro,
contribuindo com o sistema imune. Disfun¢des no metabolismo ou no sistema imune
podem alterar o desempenho desses microrganismos em fermentar os alimentos,
podendo ocasionar obesidade.

Clements (1997) apontou que a diversidade da microbiota intestinal de peixes
varia de acordo com a espécie estudada e que a contribuicdo dos microrganismos
para a nutricdo do animal ainda n&o estava esclarecida. Apesar de pesquisas relativas
a microbiota intestinal de peixes das ultimas décadas terem contribuido para o melhor

entendimento dessa relacao simbidtica (German, 2009; Day et al., 2011, Zhou et al.,
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2013), a afirmacéo de Clements (1997) de que a real contribuicdo da microbiota para
a nutricdo do animal € pouco conhecida continua verdadeira.

O ecossistema microbiano intestinal € composto por bactérias, fungos,
protozodrios e virus e essa colonizagdo pode causar doencas no hospedeiro (Reyes
et al., 2010). Em contraste, a populacdo bacteriana constitui o principal grupo a
colonizar o trato intestinal de peixes, apresentando-se nas seguintes formas:
aerdbias, anaerodbias facultativas e anaerdbias estritas, conforme Nayak (2010). Na
porcdo posterior do intestino da espécie de peixe herbivoro Odax cyanomelasa, a
densidade celular bacteriana foi estimada em 5 x 108 células por peso Umido de
conteudo intestinal (Clements, 1997). Em carpa capim, a densidade populacional de
bactérias anaerdbias do trato intestinal foi estimada entre 6 x 10*a 4 x 108 células por
grama de conteudo intestinal (Trust et al., 1979). A populacao bacteriana pode chegar
a uma densidade de 10''células por grama do conteldo intestinal, na porgdo do
intestino grosso em humanos (Walter e Ley, 2011)

Segundo McFarland (2000), as trés principais funcdes da populagéo
microbiana do intestino animal sdo 1) resisténcia a colonizagdo por microrganismos
patogénicos; 2) contribuicdo nutricional; e 3) imunomodulacdo do hospedeiro. Em
peixes, o acumulo de informacdes acerca da contribuicdo nutricional da microbiota
intestinal tem mostrado que alteragbes na dieta, em geral, seja com menor ou maior
concentracdo de carboidratos n&o influenciam a contagem total de bactérias aerébias
ou aerdbias facultativas, mas a distribuicdo de espécies pode ser significativamente
alterada, como no caso de salmonideos (Ringo e Olsen, 1999).

A microbiota gastrintestinal é uma mistura de espécies, composta por
organismos que residem neste local (comensais) e as que transitam por ele, e a
associacdo e competicdo que ocorre dentro ou entre esses grupos determinam a
estabilidade e composicéo da populagdo microbiana (Hungenholtz et al., 2013).

A composicédo da comunidade bacteriana de carpa capim é instavel, sendo
modificada durante os diferentes estagios de vida do animal. Analise da populagao
microbiana nas fases iniciais de vida (ovo e larva) sugere que a colonizagao
bacteriana ocorre gradativamente (em cada etapa de desenvolvimento) e se torna
estavel apenas apos 68 dias da ecloséo. A larva, ao iniciar a ingestao de alimento,

passa a apresentar géneros bacterianos que sédo predominantemente encontrados na



agua, sugerindo que esta possui uma grande influéncia na formacdo da microbiota
desta espécie de peixe (Wang et al., 2014b).

Cahill (1990), ao realizar um levantamento de dados sobre a microbiota
intestinal bacteriana de peixes, também indicou que a microbiota presente no
contetdo intestinal de diversas espécies de peixes pode ser influenciada pelo
ambiente no qual o animal habita, como por exemplo, rios, lagos e tanques de
piscicultura. Comparando a comunidade bacteriana de carpa capim de ambiente
natural com aquela de tanques de piscicultura, Ni et al. (2012) encontraram diferengas
significativas na populacédo residente entre os peixes de cada habitat, havendo uma
diminuicdo consideravel da diversidade microbiana nos animais que vivem em
piscicultura, sugerindo que o ambiente externo pode modificar a microbiota intestinal.

Em contraste, andlises comparativas da diversidade bacteriana do contetdo
intestinal de carpa capim, sedimento, agua, racdo comercial e fonte vegetal
(Phragmites australis), realizada por Han et al. (2010) demonstraram que a microbiota
intestinal nativa de carpa é distinta da encontrada no meio ambiente (dgua e
sedimento), mas semelhante a encontrada na dieta (racdo e fonte vegetal) ingerida
por essa espécie de peixe.

Sendo assim, um melhor entendimento da variacdo na composi¢cdo das
populacdes microbianas do trato gastrintestinal torna-se importante quando se visa
melhorar a utilizacédo de alimentos por peixes.

O estudo da diversidade microbiana intestinal de carpa capim vem crescendo
(Han et al., 2010; Ni et al., 2012; Wu et al., 2012; Zhou et al., 2012; Zhou et al., 2013;
Li et al.,, 2014 e Wang et al.; 2014b). Esse interesse se deve ao fato de que ainda ha
muito a ser compreendido sobre a associacdo desses microrganismos com 0 seu
hospedeiro.

Estudos chineses apontam os filos bacterianos que compdem o intestino
dessa espécie de peixe, sendo que os filos dominantes encontrados variam de acordo
com os métodos experimentais utilizados para essas analises (Tabela 1). Han et al.
(2010), ao analisarem sequéncias génicas de RNAr 16S da populacdo microbiana
intestinal de carpas oriundas de tanques de criacdo, alimentadas com racao comercial
e cani¢co (Phragmites australis), apontam os filos Proteobacteria e Firmicutes como
0S maiores representantes do trato. Wang et al. (2014b), ao analisarem a microbiota

intestinal em diferentes fases do desenvolvimento da carpa (ovos e larvas),
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encontraram dominancia do filo Proteobacteria seguido pelo filo Bacteroidetes. O
mesmo padrdo de dominancia foi encontrado por Wu et al. (2012), ao investigarem a
composicéo e diversidade da comunidade bacteriana intestinal de carpas adultas
alimentadas com azevém. Além dos filos mencionados, os autores encontraram a
presenca dos filos Actinobacteria e Cyanobacteria. Do mesmo modo, Zhou e tal.
(2012), ao analisarem a microbiota de carpa capim proveniente de tanques de
produgéo, encontraram Proteobacteria e Bacteroidetes como os filos dominantes,
além de representantes dos filos Actinobacteria, Cyanobacteria, Acidobacteria,
Fibrobacteres e Fusobacteria. Uma proporcdo significativa da diversidade é
considerada como de bactérias “nao classificadas”, por ndo apresentarem sequéncias
semelhantes depositadas nos bancos de dados (Han et al., 2010; Wu et al., 2012;
Zhou et al., 2013; Li et al., 2014).

Tabela 1: Diversidade de filos bacterianos identificados por métodos moleculares

por diferentes autores encontrados no conteudo intestinal de carpa capim.

Referéncia Filo
Han et al.
(2010) Proteobacteria, Firmicutes

Proteobacteria, Bacteriodetes,

Wu et al. (2012) Actinobacteria e Cyanobacteria
Wang et al.
(2014b) Proteobacteria, Bacteriodetes

O primeiro relato sobre a presenca de bactérias anaerébias obrigatérias na
microbiota intestinal de carpa capim, truta arco-iris e dourado foi apresentado por
Trust e colaboradores em 1979, por isolamento em camara anaerodbia. A identificacdo
por métodos bioquimicos revelou a ocorréncia dos géneros Clostridium, Bacteroides,
Fusobacterium e Eubacterium, em ordem de abundancia, entre os isolados do
contetdo intestinal de carpa capim. Para truta arco-iris e dourado, os géneros
encontrados em maior abundancia foram Fusobacterium e Bacteroides,
respectivamente.

Li et al. (2013), ao analisarem o ganho de peso de alevinos da espécie carpa
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comum transgénica, Cyprinus carpio L., que possui um corpo mais largo devido a
estimulacdo do gene do hormdnio do crescimento gcGH, comparada com a linhagem
selvagem, observaram diferencas significativas na composi¢cdo da microbiota entre
os dois grupos analisados. Nesse estudo, os filos bacterianos predominantes foram
Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes. Desses, 0s que
apresentaram maior representatividade foram Bactereroidetes e Firmicutes e a
proporcdo de cada comunidade bacteriana (maior abundancia de Firmicutes em
relacdo a Bacteriodetes) foi relacionada como um dos possiveis fatores responsaveis
pelo ganho de peso dos animais transgénicos em relacéo aos selvagens. O superior
ganho de massa apresentado por C. carpio L. pode ser atribuido a alta eficiéncia de
fermentacao de polissacarideos apresentada pelo filo Firmicutes (Li et al., 2013).

Segundo dados compilados por Nayak (2010), os géneros bacterianos mais
encontrados em peixes, tanto marinhos quanto de agua doce, em ordem decrescente,
foram  Vibrio, Aeromonas, Flavobacterium, Plesiomonas, Pseudomonas,
Enterobacteria, Micrococcus, Acinetobacter, Clostridium, Fusarium e Bacteroides.

Contrariando esses dados, estudos de Wu et al. (2012) sobre a diversidade
microbiana intestinal de carpa capim indicam que a microbiota possui maior
abundancia de bactérias que degradam celulose, incluindo sequéncias da
subunidade ribossomal (RNAr 16S) relacionadas aos géneros Anoxybacillus,
Leuconostoc, Clostridium, Actinomyces e Citrobacter. Foram encontradas também
bactérias com potencial probiético (Bifidobacterium, Lactococcus e Lactobacillus) e
patogénico (Aeromonas), em baixas quantidades. Ni et al. (2012) sugerem que
Cetobacterium seja 0 género mais representativo do intestino de larvas de carpa
capim, alimentadas com forragem em tanques de criacao.

Em relacdo a diversidade de bactérias celuloliticas, sob condi¢cdes aerdbias
de cultivo e relacionadas a degradacéo do capim suddo e dieta artificial, o0 género
bacteriano dominante encontrado foi Aeromonas, seguido por Enterobacter,
Enterococcus, Citrobacter, Bacillus, Raoultella, Klebsiella, Hydrotalea, Pseudomonas
e Brevibacillus. Uma correlagdo positiva entre a comunidade celulolitica bacteriana
gue habita o intestino de carpa capim e o teor de fibra alimentar foi também sugerida
(Li etal., 2014).

Ao avaliar o contetdo intestinal e o conteddo do ceco de perca zebra

(Hermosilla azurea) pelo sequenciamento do gene RNAr 16S a partir de colonias
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puras isoladas, Fidopiastis et al. (2006) identificaram o0s géneros Enterovibrio,
Bacteroides, Faecalibacterium e Desulfovibrio e sugerem que a diversidade
microbiana aumenta da regido anterior para a posterior (intestino posterior e ceco).
Além disso, o ceco foi o local que apresentou maior nimero de bactérias em relacéo

as demais regides avaliadas.

Segundo Ward et al. (2009), o peixe marinho onivoro (Notothenia coriiceps)
apresenta uma maior diversidade microbiana quando comparado com o peixe
marinho carnivoro (Chaenocephalus aceratus), sugerindo que a tendéncia a
herbivoria poderia levar a uma maior diversificacdo da microbiota intestinal, assim
como ocorre em mamiferos.

Os dados mencionados acima demonstram que h&d uma grande diversidade
bacteriana presente no trato intestinal de peixes, além de sugerirem que essa
populacdo pode ser alterada conforme o ambiente habitado pelo animal, bem como

pela dieta ingerida.

2.3.1Utilizacdo de carboidratos

Os carboidratos séo considerados a principal fonte de energia nas dietas de
peixes, podendo exercer influéncia importante sobre o metabolismo desses animais.
No entanto, a quantidade de carboidratos adicionados a alimentacdo deve ser
avaliada para que seja convertida em energia de forma eficiente. As pectinas,
hemiceluloses e amidos possuem importantes caracteristicas de peletizacdo, sendo
utilizadas pela industria de racao para peixes (revisado por Hemre et al., 2002).

As diversas espécies de peixes apresentam uma grande diferenca em digerir
carboidratos devido a variagbes na anatomia e funcionalidade dos 6rgédos do trato
digestorio. Peixes herbivoros e onivoros parecem ter maior capacidade de hidrolisar
carboidratos quando comparados com peixes carnivoros (Krogdahl et al., 2005).

Ao avaliar a capacidade de utilizagdo de duas fontes de carboidratos, racéo
formulada com 30% de glicose ou 30% de amido de milho por carpa capim, Tian et
al. (2010) demonstraram que a dieta contendo glicose apresentou um melhor

desempenho em relacdo ao amido, apresentando maior ganho de peso, maior
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eficiéncia alimentar, taxa de crescimento especifico, taxa de eficiéncia proteica e
maior quantidade de lipideo corporal e triglicerideos séricos, podendo ser considerada
como a fonte alimentar mais adequada para essa espécie de peixe.

Estudos demonstram que a microbiota intestinal é influenciada pelos
componentes da dieta (Saha et al., 2006; Han et al., 2010; De et al., 2012; Pedrotti et
al., 2013; Li et al., 2014; Ni et al., 2014). A carpa capim, por ser herbivora, consome
uma grande quantidade de carboidratos fornecidos pelas plantas aquéticas; no
entanto, os carboidratos ndo sdo utilizados de forma eficiente por peixes em
comparacao aos mamiferos, que tem nos carboidratos uma 6tima fonte de energia
(Zhou et al., 2013). A celulose é o carboidrato mais abundante da natureza, além de
ser o0 elemento principal da parede celular de plantas. Trata-se de um polimero linear
de glicose, com ligacao B-1,4 de dificil degradacéo (Wilson e Irwin, 1999). A espécie
em questao realiza uma maceracao incompleta da matéria vegetal (Hickling, 1966) e
retém o alimento no trato intestinal por um periodo curto (Du et al., 2009), o que
poderia justificar uma conversao alimentar mais lenta ao ser alimentada com
carboidratos de origem vegetal.

A fermentacéo de carboidratos pela microbiota intestinal de diferentes espécies
animais produz acidos graxos de cadeia curta, como 0 acético, propiénico e butirico,
além de gases, CHas, H2 e CO2. Além disso, os microrganismos podem utilizar os
carboidratos como esqueleto carbbnico para a producéo de proteina microbiana, na
presenca de amodnia, bem como para a sintese de vitaminas do complexo B,
contribuindo para a nutricdo do animal (Bergman, 1990). No entanto, a presenca de
uma microbiota fermentadora e sua contribuicdo para o metabolismo de peixes é
controversa e precisa ser mais bem explorada (Leenhouwers et al., 2008).

A populacdo microbiana intestinal de carpa capim pode exercer um papel de
grande importancia na degradagdo de polissacarideos né&o digeriveis pelo
hospedeiro, contribuindo para a nutricdo do animal (Ni et al., 2014). A degradacéo de
amido pela microbiota intestinal de tilapia (Oreochromis niloticus), amido este néo
digerido anteriormente por enzimas enddgenas também é sugerida em trabalho que
avalia a fermentagao in vitro de carboidratos pelo método de cultivo em batelada
(batch) (Kihara e Sakata, 1997).

A presenca de uma microbiota fermentadora anaerdbia ativa da espécie de

peixe onivoro carpa comum (C. carpio), detritivoro facultativo ,moela savel (Dorosoma
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cepedianum), de peixe piscivoro achigad (Micropterus salmoides) e de piscivoro-
invertivoro white crappie (Pomoxis annularis), foi relatada por Smith et al. (1996), ao
avaliarem a presenca de bactérias anaerdbias intestinais cultivadas em tubos
contendo carboidrato soltvel ou celulose sob condigBes apropriadas para esse fim. O
estudo constatou a presenca de bactérias anaerébias em ambos os tratamentos,
sendo que D. cepedianum e C. carpio apresentaram um volume estimado de 2,4 X
10° bactérias por mililitro de digesta, enquanto P. annularis e M. salmoides
apresentaram cerca de 1,6 x 10° bactérias por mL de digesta no tratamento de
carboidrato soluvel. O tratamento contendo celulose apresentou as seguintes
concentracdes de bactérias anaer6bias por mililitro de digesta: 2,3 x 10° em D.
cepedianum e 1,5 x 10°em C. carpio. Para as espécies M. salmoides e P. annularis
nao foi encontrada a presenca de bactérias celuloliticas, o que demonstra que a dieta
do animal pode influenciar na composicdo de espécies bacterianas intestinais de
peixes.

Leenhouwers e colaboradores (2008) compararam a fermentabilidade de
diferentes fontes de carboidratos (glicose, amido de trigo, grao de trigo e
arabinoxilano), utilizando o método de incubacédo in vitro tipo batch, em condi¢des
estritamente anaerdbias. O conteudo intestinal de tilapia do Nilo (O. niloticus) e robalo
europeu (Dicentrarchus labrax) foi inoculado nesse sistema por um periodo de 168
horas. A producdo de gas foi medida por equipamento de pressdo automatico e 0s
produtos finais da fermentacéo (acidos graxos de cadeia curta, aménia e acido latico)
foram também analisados. A producao total de gas apresentou diferenca significativa
entre os substratos testados para ambas as espécies, sendo que o trigo foi a dieta
gue apresentou maior producéo de gas para tilapia (413,2 mL.g! de matéria organica)
e a de glicose para o robalo (338,6 mL g de matéria organica).

Os produtos finais de fermentacdo mais produzidos no tratamento com
arabinoxilano e trigo, inoculados com conteudo intestinal de tilapia foram o &cido
acético e acido butirico (6,8 e 2,6 mmol.g* para arabinoxilano e 6,36 e 2,26 mmol.g*
para trigo, respectivamente), ja o tratamento de glicose e de amido de trigo
apresentaram producdo significativa de éacido latico (11,06 e 2,82 mmol.g?,
respectivamente). O resultado dessa pesquisa sugere que a microbiota das duas

espécies possui capacidade de fermentar carboidratos e que ha uma grande
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diferenca entre a composicdo de produtos finais fermentados entre os diferentes
carboidratos analisados (Leenhouwers et al., 2008).

Os dados acima mostram que a contribuicdo de bactérias anaerdbias
intestinais para a nutricdo de peixes sob dietas ricas em carboidratos torna-se,

portanto, importante objeto de pesquisa.

2.3.2 Enzimas digestivas de origem enddgena e bacteriana

Hickling (1966) em seu estudo sobre os processos de alimentacdo de carpa
capim demonstrou a presenca de enzimas digestivas enddgenas ao longo do intestino
do animal, observando uma maior concentracdo de amilase e protease na porcao
meédia e lipase na por¢cao anterior do intestino. No entanto, a contribuicdo funcional
da microbiota intestinal de peixes, bem como das enzimas digestivas por elas
produzidas tem sido sustentada pela literatura na ultima década (Ray et al., 2012).

German et al. (2010), em estudo sobre os efeitos do tamanho intestinal e
fisiologia digestiva de ciprinideos herbivoros (Campostoma) e carnivoros (Nocomis),
sugerem que existe associacdo entre a dieta, tamanho do intestino e atividade
enzimatica nos géneros avaliados e que, portanto, a observacdo da anatomia e
fisiologia do trato intestinal de peixes pode indicar a especializacdo a diferentes
dietas, quando comparadas entre espécies estreitamente relacionadas.

A atividade da amilase enddgena € maior em peixes herbivoros que em peixes
carnivoros (German, 2004), o que também ocorre na comparacdo entre peixes de
agua doce e peixes marinhos (Day et al., 2011). A atividade da amilase é encontrada
em maior concentracdo na regido proximal do intestino de peixes herbivoros, e
diminuida ao longo do trato intestinal (Skea et al., 2005), diferente do que ocorre no
trato de peixes carnivoros, nos quais a atividade da amilase se mantém constante ao
longo do intestino (German, 2009). Uma atividade elevada de amilase foi observada
no intestino proximal dos bagres que se alimentam de madeira (Panaque
sp.cf.nigrolineatus, Panaque nocturnus e Hypostomus pyrineusi) e na espécie de
peixe detritivoro Pterygoplichthys disjunctivus (German e Bittong, 2009).

Skea et al. (2005), ao compararem a atividade de carboidrases produzidas de

forma endogena (parede intestinal) e exodgena (fluido intestinal e pellet microbiano)
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dos peixes herbivoros marinhos Kyphosus sydneyanus, Aplodactylus arctidens e
Odax pullus, demonstraram que a maior atividade amilolitica total foi encontrada no
fluido intestinal extraido da por¢cdo anterior em comparacao aos demais e que essa
atividade mostrou-se decrescente ao longo do trato intestinal nas trés espécies
estudadas.

A atividade bacteriana celulolitica no intestino de carpa capim foi observada
em diversos trabalhos (Lésel et al., 1986; Saha et al., 2006; Jiang et al., 2011; Zhou
et al. 2013). A existéncia de bactérias celuloliticas e a hipotese da sua contribuicao
para a utilizacdo da celulose por peixes é sugerida em estudo que avalia a producao
de enzimas bacterianas associadas ao intestino das principais carpas indianas (Ray
et al., 2010).

Estima-se que cerca de 7,5 x 10* UFC. g* de tecido intestinal de carpa capim
seja habitado por bactérias celuloliticas (Saha et al., 2006). No entanto, a simples
presenca de bactérias que possuem determinada atividade enzimatica nao
necessariamente implica na contribuicdo delas para a digestdo do hospedeiro, mas a
existéncia desses microrganismos em quantidade elevada sugere provavel
contribuicao.

Dados obtidos por plaqueamento em meio de cultura em condi¢cbes aerdbias
demonstram que o género bacteriano com maior propriedade celulolitica encontrado
tanto em carpa capim quanto em tilapia foi identificado como Bacillus (Saha et al.,
2006). O potencial do género Bacillus em produzir celulase também foi observado nos
peixes robalo asiético (Lates calcarifer) e milkfish (Chanos chanos) por De et al.
(2012).

A celulase pode ser considerada promotora de crescimento em carpa capim,
pois aumenta a atividade de outras enzimas digestivas como amilases e proteases
(Zhou et al.,2013). No entanto, esses autores sugerem gue a celulase oriunda dos
microrganismos possui uma acgao limitada no processo de digestdo e absorcédo da
fibra bruta, sendo necessaria a complementacao por via exdégena, através da dieta,

na forma de aditivo
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2.3.3 Acidos graxos de cadeia curta

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sédo produtos energéticos gerados a
partir da fermentacdo de fontes alimentares, tendo os carboidratos como seus
maiores precursores. Muitas bactérias utilizam a via glicolitica para obtencédo de
energia a partir de carboidratos, que séo, entao, convertidos em piruvato e acetil-CoA
e a partir dessa etapa, transformados em diferentes produtos de fermentacdo
(Macfarlane e Macfarlane, 2003). Um esquema simplificado das vias metabdlicas de
degradacéao de carboidratos em ecossistema ruminal e exemplos de microrganismos
envolvidos em cada uma delas é apresentado no anexo 1.

A atividade das enzimas acetil-CoA sintetase e acetil-CoA hidrolase foram
mensuradas em diferentes tecidos (figado, coracdo, muasculo, intestino e rim) de
peixes marinhos herbivoros (Odax cyanomelas e Crinodus lophodon), sendo que a
maior atividade da acetil-CoA sintetase foi encontrada no rim de O. cyanomelas e C.
lophodon (3,55 e 6,48 mmol.st.gramas de tecido?, respectivamente). A maior
atividade da acetil-CoA hidrolase foi encontrada no figado de O. cyanomelas e C.
lophodon (91,22 e 57,35 mmol.s.gramas de tecido™, respectivamente). Esses dados
sugerem que os AGCC produzidos pelo metabolismo da microbiota intestinal podem
ser utilizados como fontes de energia ou para sintese de lipideos por peixes
(Clements, et al., 1994).

Dentre os principais AGCC gerados durante a fermentacdo pela populagéo
microbiana de peixes, inclui-se o acido acético, seguido por propiénico e butirico
(Mountfort et al., 2002; Leenhouwers et al., 2008; German, 2009; Rurangwa et al.,
2009).

O acetato também foi 0 acido graxo encontrado com maior prevaléncia em
todas as regides intestinais do peixe herbivoro marinho perca zebra (Hermosilla
azurea). No entanto, a quantidade total de AGCC apresenta-se em ordem crescente,
da regido anterior a posterior, esta ultima compreendendo o intestino posterior e 0
ceco (Fidopiastis et al.,, 2006). A producdo de acetato por microrganismos
fermentadores pode representar uma fonte energética importante para peixes
(Mountfort et al., 2002).

German (2009), ao analisar a concentracédo total de AGCC das porcoes

proximal, mediana e distal de espécies herbivoras de peixes (Campostoma
14



anomalum, C. ornatum, C. oligolepis e C. pauciradii) e das por¢des proximal e distal
da espécie carnivora (Nocomis micropogon), ndo encontrou diferenca significativa
entre as diferentes porc¢des intestinais avaliadas e sugere que a fermentacdo néo se
concentra em uma Unica regiao do intestino.

Em contraste, Kihara e Sakata (2002), em estudo que avaliou a producéo de
acidos graxos de cadeia curta pela microbiota intestinal de carpa (C. carpio L.) em
sistema de fermentacao in vitro (batch), sob diferentes fontes de oligossacarideos
(rafinose, lactosacarose, gentiobiose, 4’-galactoselactose, 6’-galactoselactose, soja-
oligosacarideo, xilo-oligosacarideo e isomalto-oligosacarideo), concluem que os
microrganismos da porcdo posterior do intestino de carpa podem utilizar
oligossacarideos como substrato em culturas in vitro e sugerem que a rafinose e a
soja foram as fontes alimentares que apresentaram alta fermentabilidade pela
populacdo microbiana, apresentando acido acético, acido propiénico e acido butirico

como principais produtos de fermentacao.

2.4 SISTEMAS DE FERMENTACAO IN VITRO

Modelos de fermentacdo intestinal in vitro sdo técnicas que vém sendo
utilizadas por pesquisadores para compreensdo dos processos fermentativos
realizados pela microbiota intestinal, sua funcionalidade e possivel interacdo com o
hospedeiro, além de ser uma alternativa aos testes in vivo, avaliados de forma mais
rigorosa pelos conselhos de ética (revisado por Payne et al., 2012). Os modelos de
fermentacdo in vitro permitem, por exemplo, avaliar a fermentacdo de proteinas e
carboidratos, metabolismo de acidos biliares, esteroides, ligninas e fitoestrogénio e
transformacdo de substancias xenobibticas. Esses modelos podem ser compostos
por culturas puras ou mistas ou por material fecal e podem ser realizadas de forma
simples, em frascos de soro (batelada) ou em sistemas continuos e sofisticados, com
controle de pH e simulacdo de condi¢cdes ambientais ocorridas naturalmente nas
diferentes porgdes intestinais (Macfarlane e Macfarlane, 2007). Nesses sistemas de
fermentacao in vitro, utiliza-se também conteldo intestinal como fonte de bactérias

fermentadoras (Leenhouwers et al., 2008).
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Assim como todas as demais técnicas laboratoriais, a fermentagéo in vitro
também possui suas vantagens e limitacbes e essas caracteristicas foram
demonstradas por Macfarlane e Macfarlane (2007). Esses métodos apresentam
fatores vantajosos como custo, facilidade para operar e estabelecer o sistema de
fermentacdo, permitindo o estudo de mecanismos de degradacao, facilitando a
utilizacdo de substancias téxicas, genotdxicas ou radioativas, e em sistemas de
fermentacdo continuos ha a possibilidade de maior manipulacdo de variaveis
ambientais, além de ndo haver restricdo ética para esse tipo de estudo.

Como desvantagens, os autores apontam o fato de que ha dificuldade em
controlar a estrutura e mudancas na comunidade microbiana, principalmente em
sistemas fechados, ndo permitindo a atuacdo do sistema imune ou enddcrino do
hospedeiro. Fatores biéticos como secrecdes do trato digestivo e processos de
absorcao ndo sdo adicionados ao sistema, além de nao reproduzir a colonizacédo do
epitélio e de biofilmes.

Conforme revisado por Payne et al. (2012), a fermentacdo em batelada (batch)
€ um sistema de fermentacdo fechado, geralmente reproduzido em garrafas, em
condi¢cBes anoxicas, contendo suspensdo bacteriana pura ou mista e meio de cultura
e nutrientes selecionados, sem que haja a adicdo desses compostos apés o inicio do
processo fermentativo. Essas fermentacbes s&o utilizadas para avaliagdo de
metabdlitos como AGCC e para a investigacdo de componentes da dieta como
carboidratos complexos, amidos resistentes e frutanos e seu possivel potencial
probidtico. No entanto, o tempo de fermentacdo nesse sistema € curto, pois o
crescimento microbiano é dependente da densidade de inoculacdo inicial e do
esgotamento de nutrientes, que, em conjunto com a producdo de compostos toxicos,
interrompe o crescimento populacional microbiano. Além disso, a formacao de AGCC
pela microbiota provoca alteracdes de pH e do potencial redox e o processo
fermentativo ocorre na auséncia de um controle de pH.

Russell (1998) observou que a queda do pH, com valores abaixo de 5,7 inibiu
a fermentacdo de feno em sistema de fermentagdo in vitro, além de diminuir a
producdo de metano e a relagéo acetato:propionato ao avaliar o efeito do pH sobre a
fermentacao ruminal. O autor também sugere que bactérias fermentadoras de amido
se adaptam a baixos valores de pH. As bactérias celuloliticas sdo sensiveis a

mudancas de pH, sendo afetadas com o declinio desse parametro, que ocasiona
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prejuizos na producéo celular desse grupo bacteriano, quando analisadas em sistema
continuo (Russell e Dombrowski, 1980).

O baixo pH em sistemas continuos também pode diminuir a concentragdo de
amonia presente no meio de cultivo, afetando o crescimento de bactérias que
necessitam dessa fonte de nitrogénio em seu metabolismo. A diminuicdo na
concentragdo de NHs em pH abaixo de 6 pode ser ocasionada pela diminuicdo na
atividade da protease, associada a falta de deaminase, em razdo de uma menor
guantidade de bactérias proteoliticas encontradas em pH &cido (Erfle et al., 1982).

Erfle et al. (1982) observaram a diminuicdo da producéo total de acidos graxos
em pH acido (5,0) em sistema de fermentacao continuo contendo silagem de milho e
microrganismos ruminais. No entanto, em sistema fermentativo fechado, a producao
de &cidos graxos produzido por bactérias ruminais que receberam 90% de gréo de
milho quebrado foi aumentada em pH 5,2 em comparacao ao produto de fermentacao
observado em pH 6,5 (Russell, 1998).

Experimentos que utilizam bactérias ruminais em sistemas de incubacao in
vitro fazem uso de altas concentra¢cdes de bicarbonato (Terry et al., 1969), que possui
funcdo de tamponamento do meio de fermentacdo, também chamado de saliva
artificial (Erfle et al., 1982).

Diversos trabalhos tém utilizado sistemas de fermentacao in vitro em batelada
para a compreensdo dos processos fermentativos em humanos (Coles et al., 2005;
Hughes et al., 2007; Macfarlane e Macfarlane, 2007; Payne et al., 2012), leitbes
(Williams et al., 2005) e peixes (Kihara e Sakata, 1997; Kihara e Sakata, 2001; Kihara
e Sakata, 2002; Leenhouwers et al., 2008), mostrando a utilidade desses sistemas
para a compreensao dos processos de degradacéo de alimentos por microrganismaos,

assim como para o entendimento da simbiose entre a microbiota e o hospedeiro.

2.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE MICRORGANISMOS

Apenas uma pequena parcela das popula¢cées microbianas do ambiente pode
ser cultivada em laboratoério (Nichols et al., 2008) e acredita-se que 99% a 99,9% das
bactérias existentes sejam incultivaveis (Pace et al., 1995).
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Estudos sobre a composi¢cao microbiana presente no trato intestinal de peixes
utilizando métodos convencionais de identificacdo (morfolégicos e bioquimicos) a
partir de amostras homogeneizadas de conteudo intestinal e fecal cultivadas em
meios de cultura seletivos ou ndo, demonstraram-se nao confiaveis, pois tratam-se
de métodos com pouca precisdo e sensibilidade, além de serem demorados e
trabalhosos. Além disso, esse tipo de analise pode selecionar alguns organismos em
detrimento de outros (Nayak, 2010).

Técnicas de biologia molecular vém sendo utilizadas para caracterizar a
microbiota de peixes, seja em conjunto ou separadamente de técnicas convencionais
(Huber et al., 2004; Fidopiastis et al., 2006; Liu et al., 2008; Mondal et al., 2010; Ray
et al., 2010; Jiang et al., 2011; McDonald et al., 2012, Li et al., 2014).

Como exemplo, sequéncias da subunidade menor (16S) de acido ribonucléico
ribossomal (RNAr) séo rotineiramente utilizadas para a identificacdo e taxonomia de
microrganismos, revolucionando os estudos nessa area. Os resultados obtidos com
0 RNAr 16S sao vantajosos, sendo independentes de fatores externos, como
condicdes de crescimento e meio de cultura utilizados. Mutagées no gene de RNAr
16S se acumularam lentamente, mas de forma constante, durante a evolucao
(Woese, 1987), e essas mutacdes estdo, na maioria das vezes localizadas em regifes
divergentes bem definidas, chamadas de regides variaveis e hipervariaveis.

Esse padrao de conservacao/variabilidade das sequéncias € utilizado para se
determinar a identidade de um microrganismo de uma amostra qualquer e pode
também levar a identificacdo de microrganismos nunca antes identificados. O gene
RNAr 16S possui aproximadamente 1540 nucleotideos e gera informacfes para
deducdes filogenéticas (Young, 1992).

Além disso, de acordo com Olsen (1986) e Woese (1987), as principais
caracteristicas que tornam a sequéncia do RNAr um excelente marcador filogenético
sdo: a) moléculas universais, ocorrendo em todos 0s organismos, sendo que
diferentes posi¢cdes em sua sequéncia evoluem em diferentes taxas, permitindo medir
relacbes filogenéticas em quase todos o0s niveis, entre organismos proximos e
distantes; b) sdo elementos chave da maquinaria da sintese de proteinas e sao
funcional e evolutivamente homologos em todos 0s organismos; ¢) sao moléculas
extremamente conservadas em toda a sua estrutura; d) as sequéncias de

nucleotideos também séo conservadas. As sequéncias e 0s elementos de estrutura
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secundaria conservada permitem o alinhamento de sequéncias variaveis, permitindo
gue somente nucleotideos homaologos sejam empregados em analises filogenéticas;
e) fornecem informacdo de sequéncia suficiente para permitir comparacdes
estatisticas significativas; f) aparentemente os genes de RNA ribossomais nao sofrem
interferéncia de transferéncias laterais ou horizontais.

O sequenciamento das regifes do gene de RNAr 16S e sua comparacdo com
sequéncias disponiveis em bancos de dados de sequéncias conhecidas de 16S
possibilita que a identificacdo de um microrganismo possa ser feita de forma rapida e
precisa. O avanco tecnologico que contempla a evolucdo de novos sequenciadores
automaticos e de novos softwares vem permitindo a analise de dados (sequéncias de
RNAr 16S) em grande escala. Essa capacidade de analise pode permitir a exploracao
das comunidades microbianas, como por exemplo, caracteristicas ecoldgicas dos
taxons, possibilitando estudos sobre a influéncia das mudancas ambientais na
estrutura das comunidades microbianas e, ainda, auxiliar na identificacdo de novos
filos bacterianos incultivaveis (Caporaso et al., 2011).

Outra facilidade em se trabalhar com sequéncias de RNAr 16S é o fato delas
estarem disponiveis em bancos de dados, a maioria gratuitos, como por exemplo RDP
(http://rdp.cme.msu.edu) e Gen-Bank (http://ncbi.nim.nih.gov). Além da anélise
comparativa das sequéncias obtidas em laborat6rio com as depositadas no banco de
dados, o usuério ainda possui a op¢ao de depositar sequéncias novas, o que faz com
gue a base de dados se mantenha em continua expansao.

O uso de ferramentas moleculares para identificacdo de microrganismos
ambientais torna-se, portanto, de extrema importancia, por se tratar de técnicas
rapidas e precisas, dando confiabilidade ao processo de caracterizacdo
microbiolégica de ambientes diversos, em condicbes aerdbias ou anaerobias,
possibilitando, ainda a descoberta de organismos desconhecidos.

Em resumo, a revisdo apresentada neste capitulo ressalta a importancia da
expansdo dos estudos sobre a microbiota intestinal de peixes. O acumulo de
informacdes nessa area permitird um maior entendimento sobre a interagédo entre o
animal e seus microrganismos, além da compreensao a respeito do papel funcional
da populacdo microbiana na degradacdo do alimento e conversdo de energia em
ganho de peso animal.
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CAPITULO 3

FERMENTABILIDADE DE CARBOIDRATOS PELA MICROBIOTA INTESTINAL DE
CARPA CAPIM (CTENOPHARYNGODON IDELLA) EM SISTEMA DE
FERMENTACAO IN VITRO (BATCH).

RESUMO

A carpa capim (Ctenopharyngodon idella) consome um volume elevado de matéria
vegetal e tem sido utilizada para controle de plantas aquaticas. Parte da celulose
contida nestes vegetais acredita-se ser degradada por bactérias intestinais. Fontes
alimentares constituidas de carboidratos, ao serem metabolizadas em ambiente
anaerobio, geram produtos secundarios como acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
gue fornecem energia e carbono necessérios para a manutencao do metabolismo do
animal. A identificacdo das bactérias que habitam o trato intestinal desses animais é
fundamental para a compreensédo do processo fermentativo, e para iSso 0 uso de
ferramentas de biologia molecular, como a utilizacdo de sequéncias do RNAr 16S, é
indicado. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade fermentativa in vitro
de diferentes fontes de carboidrato pela microbiota intestinal do peixe carpa capim e
realizar a caracterizacdo molecular das bactérias presentes apds a fermentacao in
vitro. Nove espécimes de carpa capim foram coletados de viveiros escavados do setor
de piscicultura da PUCPR (LAPEP). Os animais foram eutanasiados e seus intestinos
foram retirados. O conteudo intestinal foi incubado em meio de cultivo anaerébio
contendo feno de alfafa, fuba de milho e glicose como fontes de carbono. Os valores
de pH e nitrogénio amoniacal (N-NHz) foram medidos em Oh, 8h, 12h, 24h e 48h, sob
diferentes temperaturas de incubacédo (18 °C, 26 °C e 37 °C). As analises de AGCC
foram realizadas para os tempos Oh, 8h e 48h, a partir de amostras incubadas a 26
°C. Apos 48h de incubacgédo, foi extraido o DNA do conteado dos frascos de
fermentacdo, seguido por amplificacdo por PCR do gene RNAr 16S utilizando os
primers 27F e 1492R. O produto de PCR foi clonado e o DNA plasmidial dos clones
foi extraido por miniprep e seus fragmentos foram sequenciados. As sequéncias
obtidas foram comparadas com aquelas presentes nos bancos de dados RDP e
GenBank. O meio apresentou acidificacdo de 6,8 para 6,6 no tratamento com glicose;
de 6,9 para 5,9 com fuba e manteve-se inalterado no tratamento de feno (6,9). A
concentragéo de N-NHs observada nos tempos Oh e 48h variou de 2,2 mM a 3,3mM;
de 2,4 mM a 2,8mM e de 2,4 mM a 3,9mM nos tratamentos contendo glicose, fuba e
feno, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre as concentracoes de
N-NHs e as diferentes temperaturas de incubacdo. A concentracdo total de AGCC
mensurada nos tempos Oh e 48h de incubacao na temperatura de 26 °C foi de 8, mM
a 28 mM para glicose, 3,7 mM a 63,4 mM para fuba e de 4,6 mM a 18,6 mM para
feno. Os filos mais abundantes identificados nos tratamentos de glicose e feno
incubados a 26 °C foram, em ordem decrescente, Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes e Fusobacteria. Entre os géneros bacterianos identificados, os mais
abundantes foram Eubacterium, Pseudomonas e Clostridium na amostra contendo
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glicose e Cetobacterium, Clostridium e Anaerosinus na amostra contendo feno. As
espécies bacterianas identificadas foram Eubacterium aggregans, Eubacterium sp.,
Clostridium butyricum e Pseudomonas sp. no tratamento com glicose e Clostridium
sp., Robinsoniella peorienses, Cetobacterium somerae e Hafnia alvei no tratamento
de feno. Os resultados encontrados demonstram que a microbiota intestinal de carpa
capim possui capacidade significativa de fermentar carboidratos, considerando os
dados de pH, AGCC e producédo de gas, quando comparados com valores obtidos
para outros peixes. A caracterizacdo molecular predominante de microrganismos
anaerébios demonstra que condi¢cdes de anaerobiose foram mantidas durante o
experimento. A diversidade microbiana encontrada, bem como os paramentros de
fermentacdo sugerem que a dieta exerceu influéncia sobre a microbiota intestinal e
consequentemente sobre o potencial fermentativo do contetddo do intestino de carpa
capim.

Palavras-chave: Carpa capim. Carboidrato. Fermentacao in vitro. RNAr 16S.
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ABSTRACT

The grass carp (Ctenopharyngodon idella) ingests large amounts of plant material and
has been used to control aquatic plants. Part of the cellulose present in the plants is
believed to be degraded by intestinal bacteria. Dietary sources comprised of
carbohydrates when metabolized in an anaerobic environment generate short chain
fatty acids (SCFA) which provide energy and carbon necessary for the maintenance
of the animal’s metabolism. The identification of bacteria that inhabit the intestinal tract
of animals is fundamental to the understanding of the fermentation process and the
use of molecular biology tools such as the 16S rRNA sequences is recommended.
This work aimed to evaluate the in vitro fermentative ability of the intestinal microbiota
of the grass carp on different sources of carbohydrates and to characterize the
bacteria present following in vitro fermentation. Nine grass carp specimens were
collected from excavated ponds located in the fish farm of PUCPR (LAPEP). Animals
were euthanized and their intestines were removed. The intestinal contents were
incubated in anaerobic culture medium containing either alfalfa hay, corn meal and
glucose as carbon sources. The pH and ammonia (NH3s) values were measured at Oh,
8h, 12h, 24h and 48h under different incubation temperatures (18°C, 26°C and 37°C).
The analysis of SCFA were performed on samples from incubation times of Oh, 8h and
48h and at 26°C. After 48 h of incubation, DNA was extracted from the contents of the
fermentation flasks, followed by PCR amplification of the 16S rRNA gene using
primers 27F and 1492R. The PCR product was cloned, the plasmid DNA was
extracted by miniprep and fragments were sequenced. Sequences were compared to
those present in GenBank and RDP databases. Upon incubation, media suffered
acidification, with pH values reducing from 6.8 to 6.6 in the glucose treatment; from
6.9 to 5.9 in the cornmeal treatment and remained unchanged in the hay treatment
(6,9). The concentration of NHs at Oh and 48h ranged from 2.2 mM to 3.3 mm; 2.4 mM
to 2.4 mM; and 2.8mM to 3.9mM in glucose, corn and hay treatments, respectively.
There was no significant difference between the N-NHz concentrations in the different
incubation temperatures. The concentration values of total SCFA measured at Oh and
48h at 26 ° C was 8 mM and 28 mM under glucose, 3.7 mM and 63.4 mM under
cornmeal, and 4.6 mM and 18, 6 mM under alfalafa hay. The most abundant phyla
identified in glucose and hay treatments incubated at 26°C were, in descending order,
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes and Fusobacterium. Among the identified
bacterial genera, the most abundant were Eubacterium, Pseudomonas and
Clostridium in the glucose treatment, and Cetobacterium, Clostridium and
Anaerosinus in hay. ldentified bacterial species were Eubacterium aggregans,
Eubacterium sp., Clostridium butyricum and Pseudomonas sp. in the treatment with
glucose, and Clostridium sp., Robinsoniella peorienses, Cetobacterium somerae and
Hafnia alvei in the treatment with hay. The results show that the intestinal microbiota
of grass carp has significant capacity to ferment carbohydrates, when pH, SCFA and
gas production data were compared to values obtained for other fish. The molecular
characterization of predominantly anaerobic microorganisms shows that anaerobic
conditions were maintained during the experiment. The microbial diversity observed
under the various treatments as well as the values of the fermentation parameters
suggest that the diet influence the intestinal microbiota and hence the fermentation
potential of the grass carp gut contents.
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3.1 INTRODUCAO

Os carboidratos séo considerados a principal fonte de energia nas dietas de
peixes, e podem exercer influéncia importante sobre o metabolismo desses animais
(revisado por Hemre et al., 2002). No entanto, a capacidade em digerir carboidratos
difere entre as diversas espécies de peixes, devido a variacbes na anatomia e
funcionalidade dos érgaos do trato digestivo (Krogdahl et al., 2005).

O estudo de Cabhill (1990) sugere que a microbiota intestinal de carpa capim
pode ser influenciada pelo ambiente externo; no entanto, outros autores indicam que
essa influéncia pode ser atribuida aos componentes da dieta (Saha et al., 2006; Han
et al., 2010; De et al., 2012; Pedrotti et al., 2013; Li et al., 2014 e Ni et al., 2014).
Dentre os grupos bacterianos estudados no trato desse animal, destacam-se os filos
Proteobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes (Han et al., 2010; Wang et al., 2014).

A populacdo microbiana intestinal de carpa capim participa da degradacéo de
polissacarideos nao digeriveis pelo hospedeiro, além de ajudar o animal a alcancar a
homeostase fisiologica e nutricional (Ni et al., 2014). O processo de fermentacdo de
carboidratos pela microbiota intestinal produz subprodutos energéticos que sao
utilizados na nutricdo do hospedeiro, incluindo acidos graxos, bem como gases,
proteinas e vitaminas do complexo B (Bergman, 1990).

Técnicas de fermentagdo in vitro sdo utilizadas para compreensdo dos
processos fermentativos realizados pela microbiota intestinal (Payne et al., 2012).
Esses modelos permitem, por exemplo, avaliar a fermentacdo de proteinas e
carboidratos, metabolismo de acidos biliares, esteroides, ligninas e fitoestrogénio e a
biotransformacéo de xenobi6ticos. S8o compostos por culturas puras ou mistas ou
por material fecal e podem ser realizadas de forma simples, em frascos de soro
(batelada) ou em sistemas continuos e sofisticados, com controle de pH e simulacéo
de condi¢cdes ambientais (Macfarlane e Macfarlane, 2007).

Para um maior entendimento da composi¢cao microbiana do trato intestinal de
peixes, bem como das bactérias envolvidas nos processos fermentativos, faz-se
necessaria a identificacdo desses microrganismos. Para isso, técnicas de biologia
molecular vém sendo utilizadas, seja em conjunto ou separadamente de técnicas
convencionais (Huber et al., 2004; Fidopiastis et al., 2006; Liu et al., 2008; Mondal et

al., 2010; Ray et al., 2010; Jiang et al., 2011; McDonald et al., 2012, Li et al., 2014).
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O sequenciamento das regides do gene de RNAr 16S e sua comparagao com
sequéncias obtidas em bancos de dados de sequéncias conhecidas de 16S possibilita
gue a identificacdo de um microrganismo possa ser obtida de forma rapida e precisa.
A exploracdo das comunidades microbianas permite identificar caracteristicas
ecoldgicas dos taxons, auxilia na identificacdo de filos bacterianos ndo cultivaveis
além de permitir uma melhor compreensdo sobre a relacdo das comunidades
microbianas com a saude e a doenca (Caporaso et al., 2011).

A partir da hipotese de que bactérias que habitam o trato gastrintestinal de
carpa capim tém a capacidade de fermentar carboidratos da dieta, o objetivo desse
estudo foi avaliar a fermentabilidade de glicose, amido de milho (fuba) e feno de alfafa;
gue caracterizam-se como de degradabilidade rapida e completa, relativamente
rapida e praticamente completa e degradabilidade lenta e incompleta,
respectivamente, pela microbiota intestinal de carpa capim. A caracterizacao
molecular dessa populacdo através de clonagem e sequenciamento do gene RNAr
16S, a partir de amostras fermentadas em sistema de fermentacdo in vitro em
batelada (batch), em condicbes anaerdbias também foi objetivada.

Espera-se que pela obtencédo de dados do potencial de fermentacdo dessas
bactérias se possam desenvolver técnicas de manipulacdo da dieta de forma a
permitir 0 uso de fontes alimentares ricas em carboidratos estruturais com maior
eficiéncia e consequente reducdo de custos de alimentacdo. O entendimento do
metabolismo desses microrganismos anaerdbios também podera impactar no
surgimento de produtos biotecnolégicos no futuro, como por exemplo, a producao de

novos probidticos.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Descrigéo resumida dos experimentos realizados

Foram realizadas duas coletas de carpas capim para obtencdo de contetdo
intestinal a ser incubado com dietas contendo diferentes fontes de carboidratos, em
outubro de 2013 e em fevereiro de 2014, sendo capturados quatro (4) e cinco (5)
animais, respectivamente. Os peixes foram eutanasiados e seus intestinos foram
retirados, medidos e pesados. O conteldo intestinal foi coletado manualmente por
friccdo e acondicionado sob atmosfera de CO2. Uma aliquota do conteddo intestinal
foi incubada em frascos contendo as dietas em estudo em duplicata, embebidas em
uma solucdo tamponada e saturada com COz. Os frascos foram vedados e lacrados
e finalmente incubados em banho-maria sob diferentes temperaturas por 48 h.

Aliquotas das amostras fermentadas foram retiradas dos frascos com auxilio
de seringa e agulha para andlise de pH, N-NHzs (nitrogénio amoniacal) e AGCC (acidos
graxos de cadeia curta) nos tempos 0h, 4h, 8h, 12h, 24h e 48 h (Fig. 1). Apos 48h de
incubacdo, as duplicatas do conteudo do frasco de cada dieta testada foram
homogeneizadas e congeladas para posterior extracdo de DNA e andlises

moleculares.
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Figura 1: Esquema representativo do estabelecimento da fermentacdo anaerdbia in
vitro. a) incisédo ventral; b) coleta do contetdo intestinal sob CO2; ¢) frascos contendo
dietas de carboidrato + solucéo basal; d) frascos contendo conteldo intestinal + dieta
+ solugéo basal, incubados em banho maria; e) potenciémetro utilizado para analise

de pH; f) espectrofotdmetro utilizado para analise de N-NHs.

3.2.2 Coleta dos animais

Espécimes de carpa capim (Ctenopharyngodon idella) foram coletados de
viveiros escavados da unidade de piscicultura da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana (LAPEP-PUCPR), com o auxilio de redes de arrasto (Fig. 2). Os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia com racao comercial, além de terem acesso a
macréfitas aquaticas e plantas das margens dos tanques. O pH, a temperatura da
agua do tanque, a temperatura ambiental, bem como o oxigénio dissolvido na agua
foram mensurados (anexo 2). Os animais foram eutanasiados imediatamente apos
sua captura, por meio de imersdo em superdosagem (13%) de benzocaina (etil-
aminobenzoato). Em seguida, os peixes foram submetidos a biometria determinando-
se o0 peso (P), comprimento padrdo (CP) e comprimento total (CT) de cada animal
(Fig. 3).

Os peixes coletados para obtencao de conteudo intestinal pesaram entre 450
g e 3,16 kg, com CT variando entre 35,5 cm e 69 cm (coleta out/2013) e de 1,3 Kg a

5 Kg, com CT entre 50 cm a 75 cm (coleta fev/2014) (Anexo 3). Um “pool” do conteudo
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intestinal de todos os animais foi utilizado para os ensaios de fermentacdo em cada
coleta. Logo apos a avaliacdo biométrica, os animais foram acondicionados em caixas
térmicas contendo gelo e levados ao Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a
Agropecuéria da PUCPR, localizado no Campus Sédo José dos Pinhais, onde as

amostras foram processadas e as analises laboratoriais realizadas.

Figura 2: Coleta dos animais com auxilio de rede de arrasto no setor de piscicultura
da PUCPR (LAPEP).

Figura 3: Biometria dos animais ap0s eutanasia com benzocaina. a) verificacdo do

peso do animal; b) verificagdo do CP e CT com uso de ictibmetro.
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3.2.3 Preparo do meio de cultivo anaeroébio

O meio de cultivo anaerobio foi constituido de uma solucéo basal (pH 7,0) com
composicdo baseada em McDougall (1948), com adicdo de microminerais e
resazurina como indicador de anaerobiose, segundo Blanchart et al. (1989) com
algumas modificacdes (Tabela 2). A solucéo basal foi preparada em agua deionizada
fervida, resfriada sob CO2 e envasada em frascos de vidro tipo penicilina de 50 mL
(Fig. 4). Os frascos foram vedados com rolha de borracha e lacre de aluminio e em

seguida autoclavados a 120 °C por 20 min.

Figura 4: Preparo da solucéo basal. a) frasco contendo meio sob adicdo de CO2sobre
placa aquecida, b) frascos tipo penicilina de 50 mL contendo meio saturado com CO2

e vedados com rolha de borracha e lacre de aluminio.

Destaques na imagem (a): cilindro de CO: (1); placa aquecida (2); frasco contendo meio sob injecao

de CO:2 (3); mangueira de silicone para adigdo do CO: (4).
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Tabela 2: Componentes quimicos da solucao basal.

Macronutrientes g.L?
KCI 6

NaCl 6

MgSOas. 7H20 2

KH2PO4 14,6
Naz2HPO4 142
Na2COs 82

CaCl2 8

Micronutrientes g.L?
MnClz2 . 4H20 0,025
FeSOa4. 7H20 0,02
ZnCl2 0,025
CuCl . 2H20 0,025
COClz . 6H20 0,05
NiCl2 . 6H20 0,25
Na2MoO4 .2H20 0,25
HsBOs3 0,25

3.2.4 Preparo das fontes de carbono

As fontes de carbono utilizadas neste estudo foram glicose, amido de milho
comercial (fuba) e feno de alfafa. O fuba e o feno foram pesados (0,7g), armazenados
em frascos de vidro tipo penicilina e autoclavados. Aos frascos contendo a dieta foram
acrescentados 50 mL de solucao basal previamente preparada, sob CO2. Para a dieta

de glicose, adicionou-se 1,4 mL de solucao de glicose 20%. Para todas as dietas
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foram acrescentados 0,14 mL de solugcdo de NH4Cl 1M e 0,7 mL de agente redutor
de oxigénio (Na2S.9H20 80mM + cisteina-HClI 160mM) com auxilio de seringa e
agulha, e os frascos foram incubados em banho maria a 37 °C até que a solucdo
basal se tornasse incolor, demonstrando, assim, a redugéo do meio (Fig. 4).

Figura 5: Preparo das fontes de carbono. a) frascos contendo solucéo basal e frascos
contendo as dietas autoclavadas; b) frascos contendo solucao basal e dieta saturadas
com COgz; c¢) adicdo de NH4Cl e agente redutor com auxilio de seringa e agulha aos
frascos contendo dieta e solugcédo basal; d) incubacdo em banho maria a 37 °C para

reducéo do Oo.

Destaques na imagem (a) frasco contendo solucdo basal estéril e saturada com CO:2 (1); frasco

contendo dieta autoclavada (2).
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3.2.5 Retirada, processamento do contelddo intestinal em anoOxia e inoculacao

dos frascos de fermentacéao.

O ventre dos animais foi desinfectado com o uso de gaze estéril embebida em
alcool 70% e, posteriormente, aberto com o auxilio de material cirargico estéril. O
intestino foi retirado e suas extremidades foram amarradas.O tubo intestinal foi
medido, usando-se uma régua (Anexo 3). O conteudo intestinal foi removido,
armazenado em béquer estéril com adicao de CO: e pesado em balanca analitica. O
preparo do indculo foi realizado com contetudo intestinal filtrado em gaze estéril e
homogeneizado a solucdo basal estéril, previamente preparada, sob CO2, por um
periodo maximo de 5 minutos. Os indculos foram incubados na proporcao de 1:21 ou
1:10 (contetdo solugdo basal), nas repeticbes de out/13 e fev/14, respectivamente,
como resultado da quantidade de conteudo intestinal disponivel (Fig. 6). Vinte
mililitros do indculo foram adicionados aos frascos contendo dieta e solucdo basal.
Os frascos contendo os tratamentos (solugcédo basal+dieta+inéculo) foram incubados
em banho maria, sem agitacdo, em duplicata, nas temperaturas de 18 °C, 26 °C e 37
°C por 48h.

Figura 6: Retirada e processamento do conteudo intestinal. a) corte ventral com
auxilio de material cirdrgico estéril, b) trato intestinal, c) comprimento do intestino x

comprimento do animal e d) in6culo saturado com CO:a.
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3.2.6 Coleta do conteudo fermentado

Aliquotas de 5 mL do produto fermentado foram retiradas dos frascos para
analise de pH, nitrogénio amoniacal (N-NHz) e acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
com auxilio de seringa e agulha estéreis (Fig. 7). Os tempos de incubacéo analisados
foram Oh, 4h, 8h, 12h, 24h e 48h.

Figura 7: Extracao de aliquotas do material fermentado. a) uso de seringa e agulha

para coleta do fermentado, b) analise de pH.

Para as analises de N-NHs foram utilizados 250 pL de amostra, transferidos
para tubo de microcentrifuga tipo Eppendorf de 2,5 mL, contendo 125 pL de tungstato
de sédio 10%, sendo em seguida adicionados 125 pL de acido sulfarico 1N gelado.
As amostras foram armazenadas a 5 °C e analisadas em até 24h apo6s a coleta
(Chaney e Marbach (1962), modificado por Weatherburn (1967)).

Para as analises de AGCC foram utilizados 2 mL de amostra, armazenadas
em tubo tipo Eppendorf gelado e centrifugadas a 10000 x g rpm por 20 minutos, a 4
°C. ApGs, transferiu-se 800 uL do sobrenadante para outro microtubo contendo 200
pL de acido formico. As amostras foram homogeneizadas e estocadas em freezer a -
20 °C até o momento da analise (Erwin et al., 1961).

O volume restante de amostra foi utilizado para analise de pH.
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3.2.7 Métodos analiticos

3.2.7.1 Andlises bromatoldgicas

As analises bromatoldgicas das fontes alimentares foram realizadas no
Laboratorio de NutricAo Animal da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR).

Foram realizadas andlises bromatoldgicas das amostras de fuba e feno e
analisou-se: matéria seca (MS), cinza (CZ), proteina bruta (PB), conforme A.O.A.C
(1965). As determinacdes de fibra em detergente acido (FDA) e fibra em detergente
neutro (FDN) foram realizadas de acordo com Goering e Van Soest (1970).

3.2.7.2 Determinacéo de pH

O pH da solucéo basal, do conteudo intestinal e do conteddo fermentado foi

determinado em potencidometro digital da marca Toledo, modelo AB 204.

3.2.7.3 Determinag&o do N-NHs3

Para determinacdo dos niveis de nitrogénio amoniacal nas amostras, foi
utilizado o método colorimétrico de Chaney e Marbach (1962), modificado segundo
Weatherburn (1967). As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 630nm. Para a obtencdo da curva
padréo foi utilizada solug¢éo de sulfato de amoénio. Os valores de absorbancia obtidos

foram convertidos em concentragéo (mg/100mL).
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3.2.7.4 Determinacdo de AGCC

As analises de AGCC foram realizadas pelo Laboratério de Fermentabilidade
Ruminal (LFR) da Universidade de Sao Paulo (USP — FZEA, Pirassununga — SP).

As concentracbes de AGCC, tanto do conteddo intestinal quanto dos
fermentados foram medidas por cromatografia gasosa, utilizando-se o cromatdgrafo
a gas (GC-2014, Shimadzu, Japao), através de uma coluna capilar (Stabilwax ®,
Restek, EUA) de 30 m de comprimento e 0,53 mm de didametro interno, a 145 °C
(isotérmica) e um injetor split/splitless. Foi utilizado detector de chama (dual FID a 250
°C), conforme método descrito por Erwin et al. (1961), adaptado por Getachew et al.
(2002).

Foi utilizado gas hélio como gas de arraste, na vazdo de 8,01 mL/minuto, ar
sintético como comburente na presséao de 40 KPa e hidrogénio como combustivel na
presséo de 60 KPa.

O padréao externo foi preparado com acidos acético (Cz), propioénico (Cs) e
butirico (Ca), e isoécidos, isobutirico, isovalérico e valérico (Chemservice, USA) e 0
padrdo interno foi preparado com acido 2-etil-butirico (Chemservice, USA). Foram
realizadas inje¢c6es de um microlitro de amostra para cada determinacdo além de um
microlitro do padrdo misto (externo + interno). Os célculos das concentracdes de
AGCC foram realizados pelo software GCSolution ® (Shimadzu, Jap&o).

Foram realizadas anélises de AGCC dos fermentados de glicose, fuba e feno
nos tempos de leitura Oh, 8h e 48h, incubadas na temperatura de 26 °C e as
concentracOes de cada AGCC foram expressas em mM/dl.

3.2.8 Analises moleculares

3.2.8.1 Extracdo de DNA

O precipitado bacteriano para extracdo de DNA foi obtido por centrifugacao

diferencial conforme Zhu et al. (2002). As amostras do conteudo fermentado das
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diferentes fontes de carbono foram coletadas apos 48 h de incubacao e lavadas com
tampéao fosfatado (PBS). As amostras passaram por um procedimento de remocao
de impurezas segundo. O produto fermentado foi centrifugado a 300 x g por 3 min, 0
sobrenadante foi coletado e a amostra foi centrifugada novamente a 10000 x g por 3
min. O pellet foi ressuspenso com PBS e lavado novamente com PBS e centrifugado
na mesma velocidade do procedimento anterior. O precipitado bacteriano foi
armazenado a -20 °C até a extragdo do DNA.

O método de extracdo de DNA seguiu o procedimento de Zhu et al. (2002),
utilizando lisozima e proteinase K, com rompimento fisico por beadbeater (Biospec)
seguido de extracdo por fenol/cloroférmio. As amostras foram armazenadas em
freezer a -20 °C até o momento da sua utilizacdo no procedimento de amplificacéo do
gene RNAr 16S.

3.2.8.2 Amplificagéo do gene RNAr 16S

O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdometro NanoDrop 2000c. Foram
utilizados 4 ng do DNA de cada amostra no processo de amplificacao.

O gene RNAr 16S foi amplificado pelo método da reacdo em cadeia da
polimerase  (PCR) utllizando os iniciadores  universais 27F  (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3),
conforme descrito por Patel et al. (2011), gerando um amplicon de aproximadamente
1465 pares de base (pb).

A amplificacéo foi realizada em termociclador MJ Research, modelo PTC-200.
Apos uma desnaturacao inicial a 95 °C durante 5 min foram realizados 30 ciclos de
amplificagéo, cada um consistindo de desnaturagéo a 95 °C por 30 s, hibridag&o a 50
°C por 30 s e extensao a 72 °C por 2 min. Apés 30 ciclos seguiu-se uma extensao
final de 10 min a 72 °C. O volume final de cada reacéo foi de 25 uL (Tabela 3).
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Tabela 3: Componentes da reacdo de PCR para amplificacdo do gene RNAr 16S e

suas respectivas concentracoes.

Concentracéo

Componentes Volume nareacao das Solucdes Concgntraqéo
(ML) final
Estoque
Tampéo PCR 2,5 10X 1x
MgCl2 1 50 mM 2mM
dNTP 4 1,25 mM 0,2 mM
Iniciador direto 1,25 10 pmol 0,5 pmol
Iniciador reverso 1,25 10 pmol/L 0,5 pmol
Tag polimerase 0,2 5U/uL 1U
DNA 2 50 ng/uL 4 ng
Agua ultra pura 12,8 _ _
Total 25 uL

Para cada reacdo de PCR, além das amostras de DNA extraidas do processo
de fermentacao, foi realizada também uma reacao de controle negativo, para o qual
o DNA foi substituido por agua ultrapura, e um controle positivo, contendo DNA de E.
coli ATCC 25922.

Os produtos de amplificacéo (5 ul) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% preparados em tampdo TBE (Tris Borato EDTA 1X). Os géis foram
corados com brometo de etideo (0,5 pug/mL) e as bandas amplificadas foram
visualizadas em transiluminador UV (Ultra Lum) e comparadas as bandas do padréo

de peso molecular (100 pb DNA Ladder Invitrogen).

3.2.8.3 Clonagem génica

Para a construcao das bibliotecas génomicas foram utilizadas células de E. coli
TOP 10® (Invitrogen). A obtencédo da competéncia celular se deu através de banho
de cloreto de calcio (50 mL de CaCl2 100mM/ Hepes 10 mM + 100 mL de células em

fase midlog), centrifugadas a 4000 x g a 4 °C, de acordo com Sambrook e Russell
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(2001). O precipitado celular foi ressuspenso em 2 mL de CaCl2 100 mM + glicerol
10%. Aliquotas de 100 uL foram congeladas em freezer -80 °C até a etapa de
transformacao.

O DNA amplificado (fragmento do gene RNAr 16S) foi ligado ao vetor
utilizando-se o kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen), de acordo com orientacdes do
fabricante.

A transformacao celular de E.coli foi realizada por choque térmico, conforme
Sambrook e Russell (2001). Apdés a etapa de transformacédo, as células foram
inoculadas em placas de petri contendo meio de cultura Luria Bertani (LB) +X-Gal 4%
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo) 1 mL/L + IPTG 1 M (isopropil-B-D-
tiogalactosideo) 400 pL/L + ampicilina (100 mg/mL), incubadas a 37 °C por 16 horas,
e em seguida os transformantes selecionados pelo método de triagem azul/branca.
(Fig.8). A transformacéo de células com DNA extraido das fermentacdes com fuba foi
infrutifera, ndo produzindo colbénias transformantes. Assim, os dados apresentados
na segao “Resultados e Discussao” referem-se as bibliotecas de glicose e feno de
alfafa.Col6nias contendo inserto (brancas) foram selecionadas e repicadas com o
auxilio de palitos estéreis para outra placa de petri contendo meio LB + ampicilina +
X-Gal + IPTG para a confirmacdo das células transformadas. Nesse processo, as
colénias receberam uma identificacdo numérica (Fig. 9) e foram incubadas
novamente a 37 °C por 16h. Apds essa confirmacao, os clones contendo inserto foram
transferidos para placas tipo Masterblock contendo 900 pL de meio de cultura LB
liquido + ampicilina (100mg/mL). Os clones foram incubados a 37 °C por 18h em
estufa agitadora shaker (Marconi, MA 420), com rotagcdo de 200 rpm, sendo 100 uL
das células transferidas para placas contendo 96 pocos, e adicionados 100 pL de
glicerol 50% para criopreservacao. As placas tipo Masterblock contendo o volume
restante das culturas foram estocadas em freezer -80 °C para posterior extracdo do
DNA plasmidial.
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Figura 8: Placa de petri (LB + IPTG + X-Gal + Amp) contendo células bacterianas

clonadas.

Destaque com setas apontando para a) col6nia com inserto (branca); e b) colénia sem inserto (azul).

Figura 9: Confirmacdo das coldnias transformadas por repique em placa de petri

numerada, contendo agar LB + IPTG + X-Gal.

3.2.8.4 Extracédo de DNA plasmidial (MINIPREP)

As placas contendo as células clonadas foram repicadas em placas tipo
masterblock de 96 pogos, contendo 900 pL de meio LB liquido + ampicilina (100

mg/mL) e incubadas a 37 °C em estufa agitadora shaker a 200 rpm por 18h.
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O DNA plasmidial das células ap0s crescimento foi extraido de acordo com
Sambrook e Russell (2001). A DNA extraido foi ressuspenso em 30 pyL de agua
ultrapura estéril, a placa foi selada com adesivo proprio e mantida em temperatura
ambiente por cerca de 1h para a ressuspensdao total do material genético. Apos esse

periodo, a placa contendo DNA plasmidial foi estocada em freezer a -20 °C.

3.2.8.5 Reacao de sequenciamento

Para a realizacdo da reacdo de sequenciamento, utilizou-se 1 a 5 yL do DNA
plasmidial, previamente extraido, de acordo com a qualidade das bandas geradas,
verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%. Adicionou-se 4 uL de reativo
Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit da GE Life Science (composto
por enzima, dNTPs, ddNTPs marcados com fluorescéncia e tampdes) e 1 uL de
iniciador direto ou reverso M13 (10 pmol/uL), totalizando um volume final de 10 pL.
Os iniciadores utilizados continham as seguintes sequéncias: M13F (5'-
GTAAAACGACGGCCAG -3’) e M13R (5- TCACACAGGAAACAGCTATGAC -3).

A reacéo foi realizada em termociclador MJ Research, modelo PTC-200, com
amplificacdo em 30 ciclos, com desnaturacao a 95 °C por 20 s, hibridizacdo a 50 °C
por 15 s e extenséo a 60 °C por 1 min.

Apos a reacdo de sequenciamento, o produto obtido foi purificado por
precipitacdo com acetato de aménia 7,5 M (Somerville et al.,1989), e, em seguida, as
amostras foram ressuspensas em 10 pyL de tampao de amostra (loading buffer for
MegaBACE), e armazenadas em freezer a -20 °C até o momento do sequenciamento.

As amostras foram sequenciadas pelo sequenciador automatico MegaBace
1000. Os parametros de injecao dos fragmentos de PCR no sequenciador foram de
2 kV por 60 s, e os parametros durante a corrida eletroforética foram de 7 kV por 250
min a 25 °C.
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3.2.8.6 Analise das sequéncias RNAr 16S

Os eletroferogramas gerados pelo MegaBace foram visualizados com uso o
software Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium Pty Ltd), e as sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias depositadas na base de dados RDP (Ribosomal
Database Project - http://rdp.cme.msu.edu), com uso do algoritmo Classifier (Wang et
al., 2007), Release 11, Update 3 e threshold de 80%. As sequéncias foram analisadas
utilizando o 16S rRNA training set 14. As amostras também foram comparadas com
0 banco de dados GenBank, utilizando o algoritmo de busca nucleotide blast com os
parametros default (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.2.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas para as variaveis pH, N-NHs e AGCC foram realizadas
com uso do programa Statgraphics XVI, comparando tempo de incubacao, tipo de
dieta e temperatura. Utilizou-se o método de variancia (ANOVA), com nivel de
significancia de 5%. O teste de comparacdes multiplas de Tukey foi aplicado sempre
qgue a hipétese de nulidade foi rejeitada. Por tratar-se de testes paramétricos,
pressupondo-se que houvesse homocedasticidade (varidncias homogéneas), o teste
de Levene foi aplicado. Médias de grupos ndo homogéneos foram comparadas por
meio do teste de Bonferroni, considerado mais apropriado nesses casos, por reduzir
a probabilidade de se cometer um erro tipo |, que consiste em aceitar a hipétese de
nulidade quando ela deveria ser rejeitada.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados representam as médias dos dois experimentos
(out/13 e fev/14), considerados repeticdes. O pool de conteudo intestinal apresentou
valor de pH de 7,7 e 7,5, na primeira e segunda coletas, respectivamente. Todas as

incubacdes, com os diferentes tratamentos, também contaram com frascos de
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controle negativo, caracterizados por conterem 0S mesmos compostos que 0S
demais, porém sem adi¢ao de conteudo intestinal.

Todos os parametros analisados (pH, N-NH3, AGCC) a partir de amostras dos
controles negativos mantiveram-se inalterados entre o tempo Oh e 48h, indicando que
nao houve crescimento microbiano causado por contaminacdo (dados nao

apresentados).

3.3.1 Andlises bromatoldgicas dos ingredientes

Os resultados das analises de matéria seca (MS), cinzas (CZ), proteina bruta
(PB), fibra em detergente acido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN) obtidos das
fontes de carboidratos (feno de alfafa e amido de milho comercial) sdo apresentados
na Tabela 4. Os valores apresentados estdo de acordo com o0 esperado para as

amostras analisadas.

Tabela 4: Porcentagem de matéria seca (MS), cinzas (CZ), fibra em detergente acido
(FDA), fibora em detergente neutro (FDN) e proteina bruta (PB) de amostras de feno

de alfafa e fuba.

MS (%) CZ(%) FDA (%) FDN (%) PB (%)

Fenode 4,45 7.36 40,03 73.81 8,41
alfafa
Fuba 88,01 0,55 1,14 3,09 6,33

3.3.2 Andlises de pH

Os valores médios de pH obtidos nas fermentagdes realizadas utilizando trés

fontes de carboidratos (glicose, fubd e feno) sdo apresentados na Figura 10.
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Observou-se a acidificacdo do meio no decorrer do tempo de fermentacéo, nas trés
temperaturas analisadas, tanto para a glicose como para o fuba.

Na fermentacéo de glicose, o pH variou em média, de 6,8 a 6,6, entre Oh e 48h;
na amostra de feno, o pH se manteve proximo da neutralidade (6,9) e na amostra de
fubd, o pH variou, em média, de 6,8 a 5,9 no mesmo periodo de tempo (Tabela 6). O
uso de bicarbonato em sistemas de incubacéao in vitro possui capacidade de tamponar
0s meios de cultivo e, mesmo em pH abaixo de 6,0, consegue prevenir declinios
futuros nos valores desse parametro durante o processo de fermentacéo (Terry et al.,
1969). Os valores obtidos nos diversos tratamentos, variando de 5,7 a 6,9,
demonstram que o poder tampé&o do meio foi suficiente.

Estudos in vitro baseados em fermentacdo de ruminantes sugerem que o pH
abaixo de 6,0 pode inibir as bactérias fermentadoras de celulose, diminuindo assim a
sintese de proteina microbiana. No entanto, a queda de pH favorece o crescimento
de bactérias amiloliticas. E sugerido, também, que o pH 6timo para o metabolismo da
amilase seja em torno de 5,6 (Arcuri et al., 2011).

O pH médio do contetdo intestinal da carpa capim amostrada para as
incubacdes foi de 7,6, 0 que sugere a presenca de um ambiente favoravel para o
desenvolvimento de bactérias celuloliticas e/ou baixo nivel de fermentacéo no érgéo.

A curva de declinio de pH dos frascos com glicose apresentou ponto minimo
nos tempos de 24h,12h e 4h para as temperaturas de 18 °C, 26 °C e 37 °C,
respectivamente. Sendo a glicose prontamente disponivel para o metabolismo
microbiano, o aumento da temperatura promove aceleracdo do metabolismo, o que
explica esse comportamento.

Na temperatura mais elevada (37 °C) observou-se aumento do pH entre 8h e
48h, sugerindo que a glicose foi totalmente consumida entre 4 e 8 horas. A 26 °C,
essa mesma condig&o ocorreu entre 12 e 24 horas.

O declinio de pH dos frascos com fub& apresentou valor minimo no tempo de
48h para as temperaturas de 18 °C e 26 °C e no tempo 24h para a temperatura de 37
°C, demonstrando novamente que a temperatura acelera o metabolismo microbiano.
Na temperatura de 37 °C é razoavel deduzir que o amido foi consumido em 24h de
incubacédo e a manutencédo do pH entre os tempos 24h e 48h pelo é resultado do
poder tampao do meio (fig. 10).
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O tratamento de feno manteve o pH neutro (7,0 a 6,8) nas trés temperaturas
avaliadas. O metabolismo lento pode ser justificado pela dificuldade da microbiota em

degradar material com alto teor de fibra (FDA e FDN).

Figura 10: Variacdo do pH no decorrer de 48 h de fermentacdo, de amostras de
diferentes fontes de carboidratos incubadas com conteldo intestinal de carpa capim
a18°C (a), a 26 °C (b) e a 37 °C (c).
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O valor médio do pH dos frascos entre os tratamentos, agrupando-se todas as
temperaturas e tempos de incubacéo, foi menor no tratamento com fuba, conforme
Tabela 5. Estes dados podem ser explicados pelo fato do frasco com fuba ter recebido
maior aporte de carboidratos degradaveis (amido), na quantidade de 0,560 g/frasco,
enquanto que no de glicose, essa quantidade foi de 0,280 g/frasco. No caso do feno,
o aporte também foi de 0,560 g/frasco, porém de um material menos degradavel, com
elevado teor de FDN (Tabela 4).

Tabela 5: Valores médios de pH entre os tratamentos glicose, fuba e feno de alfafa,

agrupando-se todas as temperaturas e todos os tempos de incubacao.

Tratamentos pH (média)
Glicose 6,63b
Fuba 6,44a
Feno 6,86¢C

Letras distintas representam diferenca significativa (P< 0,05). Andlise estatistica realizada pelo teste

de variancia, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey HSD, com nivel de significancia de 5%.

As andlises estatisticas demonstraram que ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) do pH em relagédo ao tempo de fermentagcéo no tratamento de feno, mas
houve diferenca significativa (P<0,05) entre o pH do tempo Oh e os demais tempos
avaliados no tratamento de glicose. O tratamento de fuba apresentou diferenca
significativa entre o tempo 4h, quando comparado com os tempos 24h e 48h e o
tempo Oh apresentou diferenca significativa entre os demais tempos avaliados
(Tabela 6).

N&o houve diferenca significativa de pH entre as diferentes temperaturas
avaliadas (18 °C, 26 °C e 37 °C) no tratamento de feno, ja no tratamento de glicose
houve diferenca significativa de pH entre as temperaturas de 26 °C e 37 °C, e para o
tratamento de fuba houve diferenca significativa entre as temperaturas de 18 °C e 37
°C (Tabela 7). Como mencionado anteriormente, esses dados demonstram que a
temperatura acelera o metabolismo microbiano nos tratamentos contendo glicose e

fubd, ndo exercendo influéncia no tratamento contendo feno.
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O nivel de acidificacdo das amostras demonstrou que o sistema de
fermentacdo in vitro manteve condi¢des favoraveis para o crescimento bacteriano
para as diferentes dietas testadas durante o tempo de fermentacdo avaliado,
demonstrando que o poder tampé&o da solucéo basal foi adequado.

Tabela 6: Valores de pH de amostras retiradas dos frascos de fermentacao, contendo
diferentes fontes de carboidratos, inoculadas com contetdo intestinal de carpa capim,

em funcao do tempo, agrupando-se as diferentes temperaturas de incubacéo.

Tempo de incubacao

Tratamento Oh 4h 8h 12h 24h 48h

Glicose  6,84b (0,005) 6,62a(0,03) 6,61a(0,02) 6,56a (0,07) 6,53a(0,08) 6,66a (0,06)
Fuba 6,87c (0,01) 6,69 bc (0,03) 6,57b (0,07) 6,47b (0,1) 6,15a(0,18) 5,91a (0,14)
Feno 6,91a (0,02) 6,87a(0,02) 6,86a(0,02) 6,88a(0,02) 6,8a(0,03) 6,87a(0,02)

Letras distintas na mesma linha representam diferenca significativa (P< 0,05). Analise estatistica

realizada pelo teste de variancia, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey HSD, com nivel de significAncia

de 5%. Os ndmeros entre parénteses representam o valor do erro padrao.

Tabela 7: Valores de pH de amostras retiradas dos frascos de fermentacao, contendo
diferentes fontes de carboidratos, inoculadas com contetido intestinal de carpa capim,
entre diferentes temperaturas, agrupando-se os diferentes tempos de incubacao.

Temperatura de incubacéo
Tratamento 18 °C 26 °C 37°C

Glic. 6,64ab (0,05) 6,57a(0,06) 6,69b (0,04)
Fuba 6,6b (0,1) 6,39ab (0,17) 6,33a(0,17)
Feno 6,9a (0,02) 6,84a(0,02) 6,87a(0,01)

Letras distintas na mesma linha representam diferenca significativa (P< 0,05). Analise estatistica
realizada pelo teste de variancia, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey HSD, com nivel de significancia

de 5%. Os ndimeros entre parénteses representam o valor do erro padrao.
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3.3.3 Anélises de N-NHs

As concentragfes médias de N-NHs encontradas nesse estudo variaram entre
2,47a2,97,2,19a3,18 e de 2,2 a 3,0 mg/100mL de fluido intestinal para o tratamento
de glicose, nas temperaturas de 18 °C, 26 °C e 37 °C, respectivamente. Para o
tratamento de fub4, foi de 2,19 a 2,68, 2,39 a 2,64 e de 2,5 a 3,45 mg/100mL nas
temperaturas de 18°C, 26 °C e 37 °C, respectivamente. Para o tratamento de feno, foi
de 2,25 a 3,63, 2,37 a 4,05 e de 2,36 a 4,47 mg/l00mL nas temperaturas
correspondentes entre Oh e 48h de incubacdo (Fig. 11). Cabe destacar que para
garantir um teor minimo fisiolégico de amoénia para bactérias e que assimilam esse
composto e que poderiam estar presentes no intestino de carpa capim, foi adicionado
NH.4Cl aos frascos de fermentacao antes da inoculagao.

Os dados da literatura a respeito da concentracdo de N-NHs produzida pela
microbiota intestinal de peixes, seja no animal ou em sistemas in vitro sdo escassos
(Lennhouwers et al., 2008), ndo havendo informacgcdes sobre esse parametro para
peixes herbivoros.

A concentracdo de amonia (NHs) encontrada em fermentacdo in vitro do
conteudo intestinal de tilapia e robalo em tratamento contendo glicose foi de 4,6 e
3,28 mg/100mL/peso de matéria organica, respectivamente. Em tratamento contendo
amido de trigo, a concentracdo de NHs foi de 5,51 mg/100mL para tildpia e 5,32
mg/100mL para robalo. J& em tratamento contendo arabinoxilano, a concentracao de
NHs observada foi de 6,36 e 5,15 mg/100mL para tilapia e robalo, respectivamente
(Lennhouwers et al., 2008). Os dados obtidos no presente estudo no tratamento
contendo glicose na temperatura de 26 °C foram préximos aos obtidos para o robalo
(2,63 mg/100mL) apds 48h de fermentacdo. O mesmo ndo ocorreu no tratamento com
fubd, quando comparado com amido de trigo (2,63 mg/100mL) e no tratamento de
feno de alfafa, quando comparado com arabinoxilano (3,08 mg/100mL). No entanto,
além da diferenca entre a composicéo das dietas entre os estudos, deve-se observar
gue o presente trabalho avaliou a producdo de N-NHs até 48h, enquanto
Leenhouwers e colaboradores realizaram uma incubacao del168 horas de duracéo, o
gue poderia justificar uma maior concentracdo de N-NHs pelo autor citado.

Entre 4h e 8h de incubagé&o, ocorreu um declinio na concentragdo de N-NHs

no tratamento com glicose, nas trés temperaturas analisadas, sugerindo que a
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proteina contida no meio foi degradada. A partir de 8h de incubacéo, a concentracao
de N-NHs se eleva novamente, sugerindo que, a partir desse ponto a producdo de
amonia se deve ao metabolismo de proteina microbiana. O mesmo comportamento é
observado no tratamento com feno de alfafa. Porém, na temperatura de 26 °C a
concentragdo de N-NHs volta a se elevar apos 12h de incubagéo. No tratamento de
fuba, a concentragcdo de N-NHs decresce em 8 h de incubagéo na temperatura de 18
°C e em 12h na temperatura de 26 °C e volta a se elevar apds esse periodo de tempo
nas duas temperaturas citadas, ja na temperatura de 37 °C, o declinio ocorre em 8h
de incubacédo, demonstrando que a elevacdo da temperatura acelera o metabolismo
de degradacdo de proteina (Fig. 11).

Usando in6culo intestinal de tilapia, a fermentacdo dos carboidratos em
experimento in vitro ocorreu entre 7h e 31h de incubacdo; com inéculo de robalo
europeu, esse processo ocorreu entre 12h e 26h em temperatura de incubacéo de 28
°C e 25 °C, respectivamente (Lennhouwers et al., 2008). Com base nos resultados de
N-NHs apresentados neste trabalho, pode-se sugerir que a fermentacdo de
carboidratos pela microbiota de carpa capim ocorreu pelo menos no periodo de 48h
para os tratamentos de glicose e feno nas temperaturas de 18 °C, 26 °C e 37 °C. No
tratamento de fubd, a fermentacéo ocorreu entre 2h e 12h, em incubacéo a 18 °C
e 26 °C e pelo menos no periodo de 48h em incubacéo a 37 °C. Um maior tempo de
incubacédo do conteudo intestinal de carpa capim somado aos carboidratos testados
poderia contribuir para a visualizacao do ponto final de fermentacéo para essas fontes
de carbono.

A maior concentracdo de N-NHs foi produzida pelo tratamento com feno de
alfafa, em todas as temperaturas avaliadas (Tabela 9), o que pode ser justificado pela
maior quantidade de proteina bruta disponivel nessa dieta (Tabela 4). Todos os
tratamentos apresentaram maior produgcédo de N-NHs na temperatura de 37 °C (Fig.
11). Os resultados encontrados justificam-se pelo fato de que a producdo de N-NHs &

influenciada pela elevacéo da temperatura (Randall e Wright, 1987).
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Figura 11: Concentragdo de N-NH3 no decorrer de 48h de fermentagcdo de amostras
de diferentes fontes de carboidratos incubadas com conteudo intestinal de carpa
capim a 18 °C (a), a 26 °C (b) e a 37 °C (c).
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As analises estatisticas demonstraram que houve diferenca significativa
(P<0,05) na producdo de N-NHs no decorrer do tempo de fermentacdo nos
tratamentos contendo glicose e feno. A concentragcdo de amoénia no tempo 48h
apresentou diferenca significativa quando comparada com os tempos Oh, 4h 8h e 12h

no tratamento de glicose (Tabela 8). Por se tratar de uma fonte de carboidrato
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prontamente digerivel, a glicose pode ter contribuido para o metabolismo de proteina
microbiana no decorrer do tempo de fermentacédo, explicando a alta a elevacao nos
niveis de N-NH; apos 48h de incubacao.

O tratamento com feno de alfafa apresentou diferenca significativa entre os
tempos Oh e 24h e entre Oh e 48h, além de diferenca entre os tempos 4h e 8h em
relacdo ao tempo de 48h (Tabela 8), demonstrando uma degradacao mais lenta em
relacdo as demais dietas por se tratar de matéria vegetal e apresentar alta
porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina (73,81% de FDN), sendo, portanto,
mais dificil de ser degradada (Tabela 4). Ja o tratamento de fuba ndo apresentou
diferenca significativa (P>0,05) na producdo de N-NHs entre os tempos de
fermentacao analisados (Tabela 8). No entanto, ndo houve diferenca significativa na
concentracdo de N-NHsz entre as temperaturas testadas para todas as dietas
analisadas (Tabela 9).

Embora a analise da concentracdo de N-NHs intestinal seja escassa em peixes
e outros animais n&o ruminantes, os dados encontrados neste estudo demonstram
gue a microbiota intestinal de carpa capim possui capacidade de degradar fontes

nitrogenadas nas diferentes dietas analisadas.

Tabela 8: Concentracdes de N-NH3 (mg/100mL) de amostras retiradas dos frascos de
fermentacdo, contendo diferentes fontes de carboidratos, inoculadas com contetdo
intestinal de carpa capim, em funcdo do tempo, agrupando-se as diferentes

temperaturas de incubacéo.

Tempo de incubacao

Tratamento Oh 4h 8h 12h 24h 48h
Glic. 2,2a(0,01) 2,6a (0,02) 2,5a (0,07) 2,58a (0,07) 2,74ab (0,06) 3,27b (0,03)
Fuba 2,38a (0,1) 2,58a (0,09) 2,64a (0,15) 2,68a (0,03) 2,94a (0,08) 2,81a (0,3)
Feno 2,4a(0,09) 2,89ab (0,16) 2,77ab (0,13) 3,15abc (0,28) 3,59bc (0,2) 3,93c (0,22)

Letras distintas na mesma linha representam diferenca significativa (P< 0,05). Andlise estatistica
realizada pelo teste de variancia, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey HSD, com nivel de significancia

de 5%. Os ndmeros entre parénteses representam o valor do erro padrao.
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Tabela 9: Concentra¢des de N-NHs (mg/100mL) de amostras retiradas dos frascos de
fermentacdo, contendo diferentes fontes de carboidratos, inoculadas com contetdo
intestinal de carpa capim, entre diferentes temperaturas, agrupando-se os diferentes

tempos de incubacéo.

Temperatura de incubacéo
Tratamento 18 °C 26 °C 37 °C

Glic. 2,53a(0,09) 2,63a(0,18) 2,78a (0,31)
Fuba 2,55a(0,13) 2,63a(0,06) 2,84a(0,12)
Feno 2,83a(0,2) 3,08a(0,22) 3,45a(0,27)

Letras distintas na mesma linha representam diferenca significativa (P< 0,05). Andlise estatistica
realizada pelo teste de variancia, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey HSD, com nivel de significaAncia

de 5%. Os ndmeros entre parénteses representam o valor do erro padrao.

3.3.4 Andlises de AGCC

Os valores de concentracao média dos acidos graxos avaliados apés 48h de
incubacdo em temperatura de 26 °C dos tratamentos de glicose, fuba e feno séo
demonstrados na Tabela 11. A amostra de conteludo intestinal (ndo fermentada)
apresentou concentracfes médias de 9,04 mM, 2,05 mM, 0,21 mM e 0,13 mM para
acético, propibnico, butirico e iso-valérico, respectivamente.

A concentracdo de AGCC observada ap6s 48h de fermentacédo apresentou
maior producao de acido acético, seguido por propiénico e butirico no tratamento com
feno, essa ordem de concentracdo corrobora com os dados citados por diversos
autores (Mountfort et al., 2002; German, 2009; Rurangwa et a.l, 2009; Leenhouwers
et al., 2008). Ja nos tratamentos de glicose e fuba, a ordem de producdo de AGCC
foi acético, butirico e propiénico.

O &cido butirico também foi o segundo acido mais produzido em fermentagéo
de conteudo intestinal de tilapia quando fermentado com amido de trigo em sistema
de fermentacéo tipo batch (Leenhouwers et al., 2008). Segundo compilacdo de dados

de Topping e Clifton (2001), carboidratos fermentaveis como o amido podem elevar
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a concentracao de acido butirico, indicando que o substrato possui influéncia sobre a
producédo de acidos graxos.

O acetato representou 53%, 45% e 59% da producéo de acidos apds 48h de
fermentacdo nos tratamentos glicose, fubd e feno, respectivamente (Fig. 12). A
concentracdo total de acido acético mensurada neste estudo nas fermentacdes
contendo glicose, fuba e feno foram 15,4, 29,1 e 11,7 (mM), respectivamente.

Esse acido graxo também foi o produto de fermentacdo mais abundante do
intestino de perca zebra (Hermosilla azurea), com concentracdo de 15,25 mM na
regido posterior do intestino + ceco (Fidopiastis et al., 2006), sendo mais elevada que
a concentracdo encontrada no trato intestinal de carpa capim neste estudo (9 mM). A
elevada concentracdo de acido acético encontrada em perca zebra foi associada a
um numero elevado de bactérias localizadas na regido intestinal mencionada. No
entanto, a contagem do numero de bactérias intestinais de carpa capim ndo foi
avaliada neste estudo.

A concentracgao total de acido propiénico encontrada foi de 6,0 mM (glicose),
8,2 mM (fuba) e 6,1 mM (feno), representando 21%, 13% e 30%, respectivamente
(Fig. 12). O propionato do conteudo intestinal (2,0 mM) é correspondente a producao
encontrada em outros peixes herbivoros (Clements et al.,1994; Mountfort et al., 2002).

A concentracao total de acido butirico foi de 6,6 mM (glicose), 26,1 mM (fuba)
e 0,8 mM (feno), correspondendo a 23%, 41% e 4%, respectivamente (Fig. 12). Os
resultados demonstram uma maior concentracdo de acido butirico quando
comparado com dados de fermentacéo in vitro utilizando contetdo intestinal de robalo
europeu e tilapia e dietas de carboidratos (amido de trigo, arabinoxilano e glicose)
(Leenhouwers et al., 2008).

A composicdo da comunidade bacteriana presente no tratamento de fuba
podera ajudar a compreender a concentracdo mais elevada de &cido butirico presente
nesse tratamento. No entanto, a identificacdo da microbiota fermentadora de fuba nao
foi realizada neste estudo.

As concentracdes dos acidos isobutirico e isovalérico foram pouco expressivas
(<2 mM). Nao houve deteccdo de &cido valérico em nenhum dos tratamentos
avaliados.

A concentracao de acidos graxos totais encontradas apos 48h de fermentacao

neste estudo foram superiores aos dados demonstrados por Leenhouwers et al.
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(2008) em estudo sobre fermentacao in vitro tipo batch de robalo europeu e tilapia,
utilizando fontes de carboidratos (glicose, grdao de trigo, amido de trigo e
arabinoxilano), no entanto, o tempo de fermentacdo analisado pelos autores foi de
168h. Pode-se sugerir que o tempo de incubacdo no estudo em questao tenha sido
demasiadamente longo, ocasionando diminuicdo da populacdo microbiana em
decorréncia da escassez de nutrientes e consequentemente a diminui¢do de produtos
finais de fermentacéo.

A producdo de gas gerada pelos frascos incubados a 37 °C foi mensurada
utilizando-se seringa e agulha de 10 mL. A agulha foi introduzida na rolha dos frascos
contendo fermentacdo e observou-se intensa producdo de gas pelo deslocamento
espontaneo do émbolo da seringa. O processo foi repetido até que o gas fosse
totalmente expelido, os valores foram anotados para todos os tempos de leitura e
dietas avaliadas.

O volume maximo de 64 mL de gas foi observado no tempo 12h do tratamento
de glicose, 52 mL no tempo 24h de fuba e 12 mL no tempo 24h de feno (Tabela 10).
Comparando-se o ponto maximo da producao de gas com o ponto minimo de pH (Fig.
10) em cada dieta analisada, observa-se que 0s pontos analisados se cruzam,
demonstrando que a producao de gas € mais intensa quando ha declinio de pH. O
aumento ou estabilizagcdo do pH pode provocar diminuicdo ou encerramento da
producéo de gas, o que pode indicar o término do processo de fermentacao.

Os valores da producao de gases medidos nas incubacdes a 37 °C corroboram
com os dados de pH e AGCC que mostram uma fermentacdo mais intensa nos

frascos contendo a dieta de fubd, seguido por glicose e feno (Tabela 10).
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Tabela 10: Producao de gas (mL) nos frascos de fermentacdo contendo diferentes

fontes de carboidratos, inoculadas com conteudo intestinal de carpa capim, na

temperatura de 37 °C no decorrer do tempo de incubacgéo de 48h.

Oh 4h 8h 12h 24h 48h
Glic. nd nd 16 64 0 0
Fuba nd 40 50 50 52 20
Feno nd 8 8 8 12 0

Glic.: glicose, nd: ndo detectavel

Figura 12: Proporc¢éao total de acidos graxos produzidos no tratamento contendo

glicose (a), fuba (b) e feno de alfafa (c), apés 48h de incubacéao.

3%
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Tabela 11: Concentracbes de AGCC (mM) de amostras retiradas dos frascos de
fermentacdo, contendo diferentes fontes de carboidratos, inoculadas com contetdo
intestinal de carpa capim, na temperatura de 26 °C, entre diferentes tratamentos e
tempos de incubacéo.

Acético Propi6nico Butirico

Oh 8h 48h Oh 8h 48h Oh 8h 48h

Glic 6,2aB 15,39bB 15,44bA 1,72aA 2,04aA 6,01bA 0OaA 0,18aA 6,57bB
Fuba 1,88aA 12,97bB 29,10cB 1,85aA 1,73aA 8,25bB 0OaA 0,17aA  26,07bC
Feno 2,40aA  6,6bA 11,7cA  2,2aA 2,35aA 6,12bA 0aA 0,17aA 0,81bA

Letras mindsculas comparam entre tempos, letras mailsculas comparam entre tratamentos. Letras
distintas representam diferenca significativa (P< 0,05). Analise estatistica realizada pelo teste de

variancia, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey HSD, com nivel de significAncia de 5%.

Houve diferenca significativa na concentracdo de &cido acético entre o tempo
Oh e os demais tempos no tratamento de glicose, nos tratamentos com fuba e feno
houve diferenca significativa da producdo de acético no decorrer do tempo. O
tratamento de glicose também apresentou diferenca significativa na producdo de
acetato no tempo Oh quando comparado com o0s demais tratamentos, 0 que pode
indicar erro experimental, sendo que a concentracdo de &cido acético representou
mais que o dobro da producéo desse acido nas demais dietas antes dos frascos terem
sido incubados em banho maria. Glicose e fub& produziram mais acetato no tempo
de 8h quando comparado com feno, o que pode ser justificado pela dificuldade em se
degradar o feno em relacdo as demais dietas.

O tratamento contendo fubd apresentou maior producédo de acetato em 48h
guando comparado com os demais tratamentos, o que pode ter sido ocasionado pela
composicdo da microbiota existente, no entanto, ndo foi realizada a identificagao
dessa populagdo. A concentragcdo de acetato produzido pela dieta de feno
praticamente dobrou do tempo 8h para o tempo 48h (6,6 mM para 11,7 mM), esse
salto na producédo de acetato pode ser decorrente da alta concentracdo de espécies
do género Cetobacterium, e de espécies do género Clostridium, que produzem

acetato como produto final de fermentagéo.
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A concentracdo de acido propidnico apresentou diferenca significativa no
tempo de 48h em relacdo aos demais tempos de incubacdo para todos os
tratamentos. O tratamento com fub& apresentou diferenca significativa na
concentracdo de propionato em 48h de incubacdo, quando comparado com 0s
demais tratamentos. O propionato pode ser formado a partir da descarboxilacdo do
succinato ou pela via do acrilato, onde o lactato € reduzido a propionato (revisado por
Besten et al., 2013), e ap0s 48h de incubacgéo esse acido poderia ter sido gerado por
uma dessas vias, no entanto, a producéo de lactato e succinato n&o foi avaliada neste
estudo.

Houve diferenca significativa na concentracdo de acido butirico no tempo 48h
em relacdo aos demais tempos de incubacgéo para todos os tratamentos, 0 mesmo
ocorreu na comparacao entre tratamentos (Tabela 11). O filo Firmicutes produz acido
butirico como produto final de fermentacdo (Besten et al.,, 2013), esse filo foi
predominante na dieta de glicose, podendo justificar o aumento na producdo desse
acido ap6s 48h de incubacdo. Embora a dieta de feno também contenha uma
participacdo expressiva do filo Firmicutes, a baixa producéo de &cido butirico pode ter
sido decorrente da concentracdo de bactérias do filo Fusobacteria, produtor de
acetato. O numero elevado de bactérias pertencentes a esse filo (género
Cetobacterium) pode ter inibido a producdo de butirato pelas bactérias constituintes
do filo Firmicutes.

Além disso, deve-se considerar que as concentracdes de acidos graxos
mensuradas neste experimento representam apenas a sobra do que foi realmente
produzido pela microbiota, uma vez que o produto de fermentacdo de uma espécie
pode servir como substrato para o metabolismo de outra.

As concentracbes de AGCC produzidas neste trabalho indicam que a
microbiota intestinal de carpa capim possui capacidade de fermentar carboidratos e
gue o tempo de incubacéo e a dieta influenciam na quantidade e na composi¢ao dos

produtos finais de fermentacéo, respectivamente.
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3.3.5 Analises moleculares

3.3.5.1 Amplificagéo do gene RNAr 16S

Os fermentados das trés dietas foram coletados apés 48 h de incubacéo e
tiveram seu DNA extraido e amplificado por PCR, gerando um fragmento de
aproximadamente 1465pb. As bandas geradas por esses fragmentos foram
visualizadas em gel de agarose 1,5 % (Fig. 13).

Figura 13: Gel de agarose contendo fragmentos do gene RNAr 16S, amplificados por
PCR a partir do DNA total de amostras de frascos de fermentacdo com glicose, fuba

e feno de alafafa apds 48h de incubacéo.

MMM CN GLI FB FE CP

1500pb —» R SRR 1 165 b

MMM: marcador de massa molecular, CN: controle negativo, GLI: glicose, FB: fub4,

FE: feno, CP: Controle Positivo, pb: pares de base.

3.3.5.2 Clonagem génica e identificagdo molecular dos clones

Foram obtidos 300 clones viaveis a partir da amostra fermentada com glicose
e 800 da amostra fermentada com feno, no entanto, ndo foi possivel realizar a
clonagem do material genético bacteriano da amostra de fuba devido ao insucesso

na etapa de transformacao das células de E. coli para essa amostra em particular.
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O DNA plasmidial dos clones foi extraido e visualizado em gel de agarose 1% (Fig.
14). Destes, foram selecionadas 96 amostras de cada tratamento para a realizacao
de sequenciamento genético, sendo que o critério utilizado para a escolha dos
representantes foi a intensidade da banda gerada no processo de eletroforese em gel

das amostras de DNA plasmidial.

Figura 14: Gel de agarose contendo DNA plasmidial extraido de células de E. coli
transformadas com fragmentos de DNA, produto de amplificacdo obtido a partir do

DNA total de amostras dos frascos de fermentacao contendo glicose e feno.

PI>NI e S e

As sequéncias validas, ou seja, os eletroferogramas que apresentaram
gualidade de sequenciamento (22 para glicose e 68 para feno) fornecidas pelo
sequenciador automatico Mega Bace tiveram, em média 700pb e foram comparadas
com as sequéncias depositadas nos bancos de dados GenBank e RDP. Considerou-
se, nesse estudo, identidade maior ou igual a 95% para género e 97% para espécie
(Tindall et al., 2010) e a partir de 75% para filo (Tabela 12). Esse valor foi utilizado
como critério para a identificacdo das bactérias encontradas neste estudo (Tabelas
13 e 14).

Os filos bacterianos encontrados, em ordem decrescente de ocorréncia foram:

Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Fusobacteria nas amostras fermentadas
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com glicose (Fig. 15) e Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia e

Actinobacteria nas amostras fermentadas com feno (Fig.16).

Tabela 12: Representacdo do numero de sequéncias validas para cada tratamento e

identificac&o encontrada por categoria.

Tratamento Sequéncias validas Filo Género Espécie
Glicose 26 14 8 4
Feno 68 53 11 4

Figural5: Representacdo dos filos bacterianos encontrados nhas amostras

fermentadas de frascos contendo glicose, apds 48h de incubacéo.

M Firmicutes
B Proteobacteria
M Bacteroidestes

B Fusobacteria
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Figural6: Representacdo dos filos bacterianos encontrados nas amostras

fermentadas de frascos contendo feno de alfafa, apés 48h de incubacéao.

B Firmicutes

B Fusobacteria
Proteobacteria

W Verrucomicrobia

M Actinobacteria

O filo Firmicutes aparece nesse estudo com dominancia de 65%, no tratamento
de glicose, e 51% no tratamento de feno, contrariando dados da literatura, que
apontam o filo Proteobacteria como sendo o predominante a habitar o contetdo
intestinal de carpa capim, quando cultivada em tanques de piscicultura e alimentadas
com ragdo comercial e diferentes fontes vegetais (Han et al., 2010; Wu et al., 2012;
Zhou et al., 2012). Deve-se observar, no entanto, que a incubagéo in vitro promovida
no presente trabalho pode ter promovido o enriguecimento de determinadas
populacdes. Outro fato a considerar é o espago amostral, limitado a algumas dezenas
de clones analisados.

O filo Proteobacteria apresentou um percentual de 14% no tratamento de
glicose, aparecendo como o segundo filo mais abundante no tratamento em questao,
porém menos expressivo no tratamento de feno (7%), ocupando o terceiro lugar em
ordem de abundancia. Esse filo também foi relatado como o segundo mais abundante
na constituicAo da microbiota intestinal de catfish (Ictalurus punctatus), achiga
(Micropterus salmoides) e bluegill (Lepomis macrochirus), com abundancia variando
entre 5 e 16% (Larsen et al., 2014).

Ao analisar a microbiota intestinal de carpa capim criadas em tanques de
piscicultura, Zhou et al. (2012) observaram a presenca de representantes do filo
Fusobacteria, corroborando com os dados encontrados nesse ensaio.
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As bactérias que compdem o filo Fusobacteria sédo classificadas como bacilos
Gram negativos, ndo formadores de esporos e anaerdbios obrigatorios (Bennett e
Eley, 1993). Essas tiveram uma representacédo significativa no tratamento de feno
(34%), o que nao ocorreu no tratamento de glicose, no qual apenas 7% dos
microrganismos pertenceram a esse grupo. Uma porcentagem elevada de bactérias
identificadas como integrantes do filo Fusobacteria foi encontrada em L. macrochirus,
M. salmoides e |. punctatus, com representatividade de 82,6%, 90,6% e 94,9%,
respectivamente (Larsen et al., 2014).

Ao analisar a microbiota intestinal de carpa capim criadas em tanques de
piscicultura, Zhou et al. (2012) observaram a presenca de representantes dos filos
Fusobacteria e Actinobacteria, corroborando com os dados encontrados nesse
ensaio. Essa observacgéo pode indicar a influéncia do ambiente sobre a composicao
da microbiota, assim como sugerido por Ni et al. (2012).

A quantidade de bactérias pertencentes ao filo Actinobacteria neste estudo
foi pequena, representando apenas 4% do total de sequéncias obtidas no tratamento
de feno, ndo sendo representada no tratamento de glicose. Esse filo também foi
encontrado no conteudo intestinal de carpa capim, representando cerca de 9% da
composicdo do trato intestinal por Han et al. (2010), também presente no contetdo
intestinal no trabalho de Ni et al. (2014) e no ambiente ao qual a espécie habitava
(dgua e sedimento de piscicultura) por Zhou et al. (2012).

Neste trabalho, a porcentagem de Verrucomicrobia foi de 4% nas amostras
tratadas com feno, ndo sendo encontrado nas amostras tratadas com glicose. O filo
Verrucomicrobia foi identificado no contetdo intestinal dos peixes herbivoros
marinhos Naso tonganus e Pamacanthus sextriatus, representando 0,45% da
microbiota desses animais, neste estudo, foram analisadas também a constituicdo da
microbiota intestinal de espécies de peixes onivoros e carnivoros, tanto de agua doce
guanto marinhos, nos quais o filo em questédo nao foi encontrado (Sullam et al., 2012).

A classe Verrucomicrobiae foi identificada no trato intestinal de carpa comum
(C. carpio L.) e relacionada com o metabolismo de beta-glicanas de material vegetal
(van Kessel et al., 2011). A presenca de Verrucomicrobia nesse estudo, juntamente
com os dados dos autores citados acima pressupdem que a microbiota intestinal de
peixes pode ser influenciada pelo habito alimentar (dieta vegetal), e que a

porcentagem mais elevada encontrada neste trabalho, muito provavelmente seja em
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decorréncia das condicoes favoraveis ofertadas pelo sistema de fermentacao
utilizado.

A diversidade de géneros foi mais acentuada nas amostras fermentadas com
feno de alfafa em relacdo as fermentadas com glicose, que apresentou
representantes de Cetobacterium, Clostridium, Anaerosinus, Escherichia/Shigella,
Hafnia, Peptosteptococcus, Proteocatella e Robinsoniella. J& as amostras
fermentadas com glicose apresentaram os géneros Eubacterium, Pseudomonas,
Clostridium e Cetobacterium, sendo que 0s géneros mais representativos foram
Eubacterium (50%), Pseudomonas (20%) e Clostridium (20%) no tratamento
contendo glicose e Cetobacterium (54%), Clostridium (19%) e Anaerosinus (7%) no
tratamento contendo feno de alfafa (Figs. 17 e 18).

A diferenga apresentada na diversidade entre as duas dietas analisadas pode
representar influéncia da dieta sobre a microbiota, no entanto, a biblioteca da amostra
fermentada com feno produziu um maior nimero de clones e a qualidade do
sequenciamento também foi superior nesse tratamento, quando comparado com o
tratamento de glicose, o que pode indicar que a qualidade do DNA extraido foi maior

na amostra contendo feno.

Figural7: Representagédo dos géneros bacterianos identificados nas amostras
fermentadas de frascos contedo glicose, apés 48h de incubacéo.

B Eubacterium
M Pseudomonas
Clostridium

H Cetobacterium
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Figural8: Representacado dos géneros bacterianos identificados nas amostras

fermentadas de frascos contendo feno de alfafa, ap6s 48h de incubacéao.

m Cetobacterium

W Clostridium

W Anaerosinus

B Escherichia/Shigella
B Hafnia

B Peptostreptococcus
1 Proteocatella

I Robinsoniella

Foram identificadas quatro espécies bacterianas distintas em cada tratamento,
no entanto, a diversidade microbiana variou entre eles, ndo havendo a ocorréncia da
mesma espécie entre as dietas analisadas (Fig.19 e 20). As espécies identificadas
foram Eubacterium aggregans, Eubacterium sp., Clostridium butyricum e
Pseudomonas sp. no tratamento contendo glicose. No tratamento contendo feno
foram identificadas as espécies bacterianas Clostridium sp., Robinsoniella

peorienses, Cetobacterium somerae e Hafnia alvei (Tabela 13 e 14).
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Figural9: Distribuicdo das espécies bacterianas presentes nas amostras fermentadas

de frascos contendo glicose, inoculados com contetdo intestinal de carpa capim, apés

48h de incubacao.

N° de clones

Eubacterium
aggregans

Eubacterium sp.

Clostridium
butyricum

Figura 20: Distribuicdo das espécies bacterianas
fermentadas de frascos contendo feno de alafafa, inoculados com contelido intestinal

de carpa capim, apos 48h de incubacéao.
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gene RNAr 16S da amostra contendo glicose apds 48h de incubacéo.

Tabela 13: Classificacédo das bactérias identificadas com uso da sequéncia parcial do

Filo Género Espécie Quantidade
Firmicutes NI NI 2
Firmicutes Eubacterium Eubacterium aggregans 1
Firmicutes Eubacterium Eubacterium sp. 2
Firmicutes Eubacterium NI 2
Firmicutes Clostridium Sensu Stricto Clostridium butyricum 1
Firmicutes Clostridium Sensu Stricto NI 1

Proteobacteria Pseudomonas Pseudomonas sp. 1
Proteobacteria Pseudomonas NI 1
Bacteroidetes NI NI 2
Fusobacteria Cetobacterium NI 1

NI: Nao Identificado

Tabela 14: Classificacdo das bactérias identificadas com uso da sequéncia parcial do

gene RNAr 16S da amostra contendo feno de alfafa apés 48h de incubacéo.

Filo Género Espécie Quantidade
Firmicutes NI NI 17
Firmicutes Clostridium Clostridium sp. 2
Firmicutes Clostridium XI NI 2
Firmicutes Clostridum Sensu Stricto NI 1
Firmicutes Anaerosinus NI 2
Firmicutes Peptostreptococcus NI 1
Firmicutes Proteocatella NI 1
Firmicutes Robinsoniella Robinsoniella peorienses 1

Fusobacteria NI NI 3
Fusobacteria Cetobacterium Cetobacterium somerae 1
Fusobacteria Cetobacterium NI 14
Proteobacteria NI NI 2
Proteobacteria Hafnia Hafnia alvei 1
Proteobacteria Escherichia/Shigella NI 1
Verrucomicrobia NI NI 2
Actinobateria NI NI 2

NI: Nao identificado

Pseudomonas foi considerada como a populacdo dominante do trato

gastrintestinal de juvenis de salméo atlantico (Salmo salar L.) (Navarrete et al., 2008),
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encontrada colonizando o trato intestinal de carpa capim (Ni et al., 2012, Wu et al.,
2012) além de ser encontrada em filés de carpa capim refrigerados, representando
3% da populacédo bacteriana (Wang et al., 2014).

Eschbach et al. (2004) observaram que Pseudomonas aeruginosa, sob
condi¢cBes de crescimento anaerobio, convertem o piruvato em lactato, succinato e
acetato. O estudo demonstra ainda que o pH é considerado um fator limitante para a
fermentacdo de piruvato por essa espécie e deve permanecer ente 6 e 7.
Pseudomonas foi identificada na dieta contendo glicose, que manteve um pH entre
6,5 e 6,8, no entanto, ndo foi encontrada na dieta contendo feno, que manteve seu
pH préximo da neutralidade. A identificacdo do género Pseudomonas neste estudo
ndo atingiu o nivel de espécie especifica, e, portanto, ndo hd como realizar
comparacoes a respeito dos produtos fermentados por P. aeruginosa, por ndao haver
certeza de que se tratam da mesma espécie bacteriana.

Clostridium butyricum é uma espécie estritamente anaerébia, e através do
processo de fermentacédo, produz hidrogénio, acidos latico, acético e butirico, CO2z e
etanol (Cai et al., 2011). Clostridium foi também encontrada no estudo de Wu et al.
(2012) que avaliaram a composicdo e diversidade bacteriana intestinal de carpa
capim e no trato gastrintestinal do peixe detritivoro Panaque nigrolineatus (McDonald
et al., 2012).

Dados compilados por Papanikolaou et al. (2000), demonstram que
Clostridium butyricum produz 1,3- propanodiol a partir da fermentacdo anaerébia do
glicerol, composto que pode ser utilizado para a producéo de poliéster, poliuretano,
lubrificantes e solventes pelo mercado industrial. Esses dados revelam o potencial
biotecnoldgico dos microrganismos anaerébios através da utilizacdo de seus produtos
finais de fermentacéo.

Eubacterium aggregans € uma espécie Gram positiva, homoacetogénica,
anaerobia estrita, ndo formadora de esporos, considerada importante na producéo de
biocombustivel. Os produtos finais de fermentacéo produzidos por essa espécie sao
acetato, butirato, formato, lactato, H2, CO2 e etanol (Mechichi et al., 1998, Majors et
al., 2008).

A espécie Cetobacterium somerae, identificada no tratamento contendo feno é
uma bactéria que compde a flora intestinal de peixes, anteriormente conhecida como

Bacteroides tipo A, e reclassificada como C. somerae em 2008 por Tsuchiya e
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colaboradores. Trata-se de uma espécie anaerObia obrigatoria, conhecida por
produzir vitamina B12 (van Kessel et al., 2011) e acetato a partir de substratos
compostos por peptideos e carboidratos (Duncan et al., 2007).

C. somerae também foi encontrada por Larsen et al. (2014) na porc¢ao intestinal
de espécies de peixes onivoros |. punctatus, M. salmoides e L. macrochirus, com
abundancia de 94,02%, 89,9% e 72,04%, respectivamente. C. somerae também foi
identificada em C. carpio L. (van Kessel et al., 2011) e Cetobacterium sp. foi relatada
como a espécie mais frequente no intestino de carpa capim criadas em tanques de
piscicultura (Ni et al., 2012).

Robinsoniella peoriensis, uma nova espécie bacteriana, classificada em 2009
por Cotta e colaboradores, trata-se de bastonete Gram positivo, anaerobio,
fermentador de carboidratos como, por exemplo, glicose e celobiose, e tem como
produto final de fermentacdo o acetato e o succinato. A espécie foi isolada de fezes
de suinos e de feridas humanas profundas (Cotta et al., 2009) e identificada no
intestino de ratos (Wohlgemuth et al. 2011).

Os microrganismos identificados neste estudo indicam a contribuicdo da
microbiota intestinal na nutricdo de carpa capim, em decorréncia dos produtos finais
de fermentacéo ofertados ao animal

As espécies bacterianas identificadas neste estudo sdo, na sua maioria
anaerobias estritas, com excec¢do da Pseudomonas sp. e da Hafnia alvei (anaerébias
facultativas), o que sugere que o sistema de fermentacéo in vitro utilizado manteve
condi¢cBes ideais de anaerobiose, permitindo a fermentacdo bacteriana proposta
nesse ensaio.

As diferentes espécies identificadas nos dois tratamentos avaliados sugerem
gue a dieta pode exercer influéncia sobre a composi¢cao da microbiota intestinal de

carpa capim.
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3.4 CONCLUSAO

As concentracdes de N-NHs e AGCC e a intensa produc¢do de gas observadas
neste estudo indicam que a microbiota intestinal de carpa capim possui elevado
potencial de fermentacdo de carboidratos em sistema de fermentacdo in vitro.
Bactérias tipicamente fermentadoras de carboidratos sollveis e estruturais,
notadamente do Filo Firmicutes, estdo presentes no intestino dessa espécie e a
diversidade bacteriana encontrada nas dietas de glicose e feno indicam que a dieta

pode influenciar a composicao da microbiota presente nesse 6rgao.
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CAPITULO 4

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo denotam a importancia do conhecimento
sobre a microbiota intestinal de peixes. Através do entendimento do potencial
fermentativo das bactérias presentes no intestino de carpa capim, estratégias de
manipulagdo dessa comunidade microbiana podem ser desenvolvidas, a fim de
possibilitar a degradacdo de alimentos com maior eficiéncia pelo organismo do
animal, aumentando seu ganho de peso e diminuindo custos de producéo.

Além disso, os produtos de fermentacdo gerados pelas espécies bacterianas
identificadas podem ser de grande utilidade para a industria biotecnoldgica. Etapas
futuras incluindo o isolamento e caracterizacdo das vias de fermentacéo das espécies
isoladas podem gerar conhecimentos a serem aplicados na nutricdo do animal, com
o desenvolvimento de probiéticos, ou ainda em outros setores da industria de

biotecnologia.
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2. Parametros ambientais das coletas de outubro de 2013 (coleta 1) e fevereiro de
2014 (coleta 2). Valor de pH do pool do contetudo intestinal, mensurado nos dois

experimentos realizados.

Temp 02
Uy Temp.  dissolvido pH
am(Eg”te H20 (°C) na H20 pH H20 intestino
(mg/L)
Coleta out/2013 26 24,4 6,48 6,0 7,7
Coleta fev/2014 34 28,1 3,8 7,2 7,5

3. Biometria dos espécimes de carpa capim coletadas em outubro de 2013 (1 a 4) e
fevereiro de 2014 (5a9).

Peixe Massa (Kg) CT (cm) CP (cm) Cl (cm)
1 0,45 35,5 30,0 77,5
2 0,80 40,0 33,5 86,0
3 0,45 35,0 29,5 75,0
4 0,70 40,0 34,5 88,0
5 3,16 69,0 60,0 104,0
6 1,30 50,0 42,0 114,0
7 2,30 61,0 52,0 106,0
8 4,15 72,0 62,0 125,0
9 5,00 75,0 65,0 168,0

CT: comprimento total, CP: comprimento padréo, Cl: comprimento do intestino.
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