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RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia de um probio6tico comercial em girinos de ré-touro
americana, baseando-se no desempenho zootécnico e no perfil leucocitario. Os animais,
provenientes de uma Unica desova natural adquirida de um ranario comercial, foram trazidos
ao Laboratorio de Carcinicultura, da Universidade Federal do Parand, em Palotina, e
acondicionados na propor¢do de 40 animais por aquario (12 aquarios), perfazendo a densidade
de um girino por litro, totalizando 480 animais (estagio 25 de Gosner), por um periodo de 120
dias. Em seguida, foram elaborados quatro tratamentos, a saber: Tratamento 1 (T1) —
caracterizado pela administracdo de probidtico comercial, diretamente na agua, na proporcéo
de 0,08g de produto por aquério/dia e alimento comercial; Tratamento 2 (T2) — caracterizado
pela administracdo da mistura do probiotico comercial com alimento comercial, na propor¢éo
de 2,59 para 500g (0,5%:1); Tratamento 3 (T3) — caracterizado pela combinacdo dos
tratamentos 1 e 2 (T1 + T2), ou seja, fornecimento de probidtico na agua e no alimento
comercial; e Tratamento 4 (T4) — caracterizado pelo grupo controle, onde ofertou-se 0 mesmo
alimento comercial dos tratamentos anteriores, nos mesmaos horarios e proporg¢des, porém isento
de probidticos. O probidtico comercial era composto por amido de mandioca, dextrose,
Lactobacillus reuteri, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium e Bacillus subtilis. A
alimentacdo dos animais, para todos os tratamentos, foi dividida em trés tratos diarios (9, 12, e
15h), na proporc¢édo de 5% do peso vivo da biomassa. De maneira a monitorar a qualidade da
agua dos aquaérios, efetuou-se o controle do pH, da temperatura, do oxigénio dissolvido, da
amonia e do nitrito. Semanalmente, coletou-se 25% do total de cada aquario para avaliacdo dos
parametros: peso total (g), comprimento total (cm), comprimento de cauda (cm), comprimento
de corpo (cm), ganho de peso (g), taxa de conversao alimentar, taxa de crescimento especifico
(%) e taxa de sobrevivéncia (%). Ao final do experimento avaliou-se o perfil leucocitario de
12,5% do total de cada aquério. Todos os parametros de qualidade de 4gua aferidos mostraram-
se satisfatdrios para a criacdo dos girinos. Em relacdo ao peso total, ao comprimento do corpo,
ao ganho de peso e a taxa de crescimento especifico, verificou-se que o T3 apresentou 0s
melhores resultados (10,92g; 3,50 cm; 10,74g; e 8,95%; respectivamente), diferindo
significativamente dos demais tratamentos (Tukey p< 0,05). O perfil leucocitario demonstrou
que, em todos os tratamentos onde utilizou-se probiético, houve um aumento do nimero total
de células do sistema imune, diferindo, significativamente, do tratamento controle. Concluiu-
se que, 0 uso de probidtico na racdo e na agua, representado pelo Tratamento 3, obteve
resultados zootécnicos mais expressivos, quando comparado aos demais, sendo esta forma de
administracdo a mais recomendada para girinos de ra-touro. Além disso, também é possivel
afirmar que a utilizacdo do probidtico comercial testado promoveu o0 aumento de células do
sistema imune, o que pode significar uma melhoria geral nas condi¢es imunoprofilaticas nos
ranérios comerciais.

Palavras-chave: Desempenho zootécnicol, Ranicultura2, Rana catesbeiana3.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of a commercial probiotic on
American bullfrog tadpoles, based on zootechnical performance and leukocyte profile. The
animals, from a single natural spawning stock of a commercial fro farm, were brought to the
Carcinculture Laboratory of the Federal University of Parana, in Palotina, State of Parana,
Brazil, and packed at the rate of 40 animals per aquarium (12 aquariums), making up the density
of one tadpole per liter, totaling 480 animals (stage 25 of Gosner), for a period of 120 days.
Then, four treatments were elaborated, as shown: Treatment 1 (T1) - characterized by the
administration of a commercial probiotic, directly in the water, in the proportion of 0.08g of
product per aquarium/day and commercial supply; Treatment 2 (T2) - characterized by the
administration of a commercial probiotic mixture with a commercial supply, in the ratio of 2.5
g to 500 g (0.5%:1); Treatment 3 (T3) - characterized by the combination of treatments 1 and 2
(T1 + T2), probiotic directly in water and mixed with a commercial supply; and Treatment 4
(T4) - known as the control group, where the same commercial supply of the previous
treatments was offered, at the same times and proportions, but without probiotics. The
commercial probiotic was composed of cassava starch, dextrose, Lactobacillus reuteri,
Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium and Bacillus subtilis. The feeding
management, for all treatments, was divided into three daily portions (9, 12 and 15h), in the
proportion of 5% of the biomass live weight. In order to monitor the water quality of the
aquariums, pH, temperature, dissolved oxygen, ammonia and nitrite were controlled. On a
weekly basis, 25% of the total of each aquarium was collected to evaluate the performance
parameters of: total weight (g), total length (cm), tail length (cm), body length (cm), weight
gain (g), feed conversion rate, specific growth rate (%) and survival rate (%). At the end of the
experiment, the leukocyte profile (n = 5; 12.5% of the total) of the animals of each aquarium
was evaluated. All measured water quality parameters were satisfactory for the tadpoles.
Regarding total weight, body length, weight gain and specific growth rate, T3 showed the best
results (10.92 g; 3.50 cm; 10.74 g; and 8.95 %, respectively), differing significantly from the
other treatments (Tukey p <0.05). The leukocyte profile showed that in all treatments where
probiotic was used, there was an increase in the total number of cells of the immune system,
differing significantly from the control treatment. Also, that the concomitant use of the probiotic
in the feed supply and in the water, represented by treatment 3, resulted in more expressive
zootechnical values comparing to the others, so this form of administration is the most
recommended for bullfrog tadpoles. In addition, it is also possible to state that the use of the
commercial probiotic tested promoted the increase of the immune system cells, which could
mean an overall improvement in immunoprophylactic conditions in commercial frog farms.

Keywords: Zootechnical performancel, Frog farming2, Rana catesbeiana3.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca na produgdo da ra-touro americana (Lithobates catesbeianus), espécie
exodtica introduzida no pais por um técnico canadense em 1935, tnica representante da
ranicultura nacional, atividade que cresceu muito nos ultimos anos devido aos avancgos
tecnoldgicos desenvolvidos para sua produgao em sistema intensivo (AFONSO, 2012; CRIBB
et al., 2013).

Uma das fases mais complicadas da producao de ras é a larvicultura ou girinagem, pois
segundo RIBEIRO FILHO (1998), em produgdes comerciais pode apresentar ocorréncia de alta
mortalidade, principalmente, devido a problemas com qualidade da 4agua, manejo e
instalacdes inadequadas. Durante todas as fases de producao as mudangas ambientais podem
impactar negativamente a satde das ras visto que podem induzir ao estresse e,
consequentemente, a imunossupressao, tornando-as mais susceptiveis a bactérias e fungos
causadores de doencas. (FENERICK JR. et al., 2006). Desta forma, sdao necessarias maiores
pesquisas na fase larval das ras, diminuindo assim a taxa de mortalidade e melhorando a
imunologia dos animais. O uso de aditivos na d4gua ou na ragdo, como os probiéticos, podem
ser alternativas vidveis para que se obtenham melhores indices de sobrevivéncia, bem como
zootécnicos (FRANCA et al., 2008).

A acdo dos probiéticos ainda ndo é totalmente conhecida, porém a eles sao atribuidas
melhoras na eficiéncia de indices zootécnicos, por meio do auxilio a digestdo e digestibilidade
de alimentos e na absorcdo de nutrientes, uma vez que a suplementacdo com alguns
probidticos pode contribuir para melhorar a nutricdo de animais aquéticos; reducdo da
colonizacdo intestinal por alguns patégenos (por competicao direta nos sitios de ligacdo no
sistema digestorio); producdo de &cido latico que reduz o pH do meio, exercendo efeito
antimicrobiano; estimulo do sistema imune; e restauragdo da microbiota intestinal (DALL e
MORIARTY 1983; FULLER 1989; FULLER, 1977, ZIEMER e GIBSON, 1998; LEE et al., 1999,
GUZMAN 1992; CASTRO, 2003).

A maior parte dos estudos realizados com probiéticos em ras foi desenvolvida com o
uso de produtos aldctones, ou seja, produtos comerciais (FRANCA et al., 2008; DIAS et al.,
2008). Foram encontrados resultados positivos com uso de probidtico constituido por Bacillus
subtilis em diferentes dosagens para ra-touro recém metamorfoseada, uma vez que anélises
imunolégicas mostraram que o probidtico apresentou efeito imunoestimulador, mas nao
influenciou os pardmetros hematolégicos dos animais (FRANCA et al., 2008). Dias et al. (2008)

utilizaram dois probiéticos comerciais em ras-touro pés-metamorfoseadas, sendo o primeiro
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composto por Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium e o segundo
apenas por Bacillus subtilis e observaram aumento no ganho de peso, reducdo do ciclo
produtivo em 28 dias e efeito imunomodulador decorrente do aumento da capacidade
fagocitica das células de defesa.

PEREIRA et al. (2016) utilizou um probiético autéctone, ou seja, isolado do préprio
meio, empregando o Lactobacillus sp. na ragdo de girinos de ra-touro. Sua adi¢do induziu a
estabilidade enzimatica bacteriana na alimentacdo e a colonizagdo do trato intestinal, os
animais que receberam dieta suplementada apresentaram maior ganho de peso, maior
concentragdo de bactéria dcido-latica no intestino e menor conversdo alimentar.

Os destaques apresentados sobre os possiveis beneficios dos probiéticos em ras-touro
americana justificam o aprofundamento dos estudos sobre seu modo de acdo nas diferentes
fases da ranicultura. Dessa forma, objetivou-se, por meio do presente estudo, avaliar a
influéncia de um probiético comercial em girinos de ra-touro americana, baseando-se no

desempenho zootécnico e no perfil leucocitario.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Carcinicultura da Universidade
Federal do Parand, no municipio de Palotina, estado do Parand, por um periodo de 120 dias
(setembro/2015 a janeiro/2016). Foram utilizados 12 aquarios (32cm x 36cm x 38cm)
totalizando uma é&rea ttil de aproximadamente 40L, distribuidos aleatoriamente em duas
estantes com entradas e saidas de d4gua individuais.

Utilizou-se como modelo experimental a ra-touro na fase larval, também conhecida
como girino. Os animais, provenientes de uma tnica desova natural adquirida de um ranério
comercial da empresa Ranac Agroindustrial Ltda., localizado na cidade de Antonio Carlos
(SC), foram transportados ao laboratério, embalados em dois sacos plasticos, na proporc¢do de
500 animais/saco, contendo 2/3 de oxigénio e 1/3 de agua isenta de cloro. Ao chegar ao
laboratério foram distribuidos em quatro caixas plasticas de 40 L, contendo dgua de pH neutro,
isenta de cloro.

No dia seguinte foram acondicionados na propor¢do de 40 animais/aquario,
perfazendo a densidade de um girino por litro, totalizando 480 animais no estdgio 25

(GOSNER, 1960). Eles permaneceram nestes aquarios com renovacao diaria de 4gua de 5% do
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volume total, até que o vitelo fosse totalmente consumido, o que ocorreu em sete dias (periodo
de aclimatacao).

Em seguida, foram elaborados quatro tratamentos, a saber: Tratamento 1 (T1) -
caracterizado pela administracdo de probiético comercial, diretamente na dgua, na proporcao
de 0,08g de produto por aqudario/dia e alimento comercial (Tabela 1); Tratamento 2 (T2) -
caracterizado pela administragdo da mistura do probidtico comercial com o alimento
comercial (T1), na proporcao de 2,5g para 500g (0,5%:1); Tratamento 3 (T3) - caracterizado pela
combinacdo dos tratamentos 1 e 2 (T1 + T2); e Tratamento 4 (T4) - caracterizado pelo grupo
controle, onde ofertou-se o mesmo alimento comercial dos tratamentos anteriores, nos
mesmos horérios e proporcoes, porém isento de probidticos.

O probidtico comercial era composto por amido de mandioca, dextrose, Lactobacillus
reuteri, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium e Bacillus subtilis. A alimentacdo dos
animais, para todos os tratamentos, foi dividida em trés tratos diarios (9, 12, e 15h), na
proporcao de 5% do peso vivo da biomassa.

O alimento presente nos quatro tratamentos foi baseado numa mistura composta por
ragdo comercial de peixes em p6 adicionada de farelo de trigo também em p6, cuja andlise da

composic¢do centesimal, segundo AOAC (2012), encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo centesimal do alimento fornecido aos girinos de ra-touro

Componente Quantidade
Umidade 16,56 %
Proteina bruta 25,21%
Extrato etéreo (min.) 3,74%
Residuo Mineral 6,53%
Fibra em Detergente Neutro (FDN) 35,68%
Fibra em Detergente Acido (FDA) 5,56 %
Hemicelulose 30,12%

FONTE: O autor (2017).

Todos os dias, as 8 e 17 horas, os aquarios eram sifonados para remocao de restos
alimentares e excretas presentes no fundo, totalizando 10% do volume total/dia. A dgua
utilizada na reposicdo dos aquérios era desclorada por meio de aeragdo permanente em trés
caixas de 100 L, com antecedéncia de 15 horas previamente ao uso.

Era realizado, diariamente, o controle dos parametros de qualidade de agua, tais como:
temperatura (termometro Digital - CE®); oxigénio dissolvido (oximetro AT-170 - Alfakit®); e
pH (AT-315 - Alfakit®). Semanalmente, no Laboratério de qualidade de Agua e Limnologia

(LaQal/UFPR), efetuava-se o controle da amonia e do nitrito, determinados, respectivamente,
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pelo método do indofenol (Koroleff, 1976) e pelo método da reacdo de Griess (Baumgarten,
1996).

A cada semana, eram efetuadas as medidas individuais de desempenho zootécnico por
meio de coleta amostral de 25% do total de animais presentes nos aquarios, a saber: peso total
(g), comprimento total (cm), comprimento da cauda (cm), comprimento do corpo (cm); ganho
de peso (GP) (g) (Pf - Pi, onde Pf = peso final; e Pi = peso inicial); conversao alimentar (Racao
fornecida / GP); taxa de crescimento especifico (TCE) (%) (Pf - Pi * 100 / intervalo de tempo);
e taxa de sobrevivéncia (TS) (%) (total de ras final / total de ras inicial * 100). As medidas de
corpo e cauda foram realizadas com o auxilio de um paquimetro digital (0,001 cm -
Digimess®) e as pesagens com auxilio de balanga digital de precisdo (0,001g- Bel®). Com base
na biometria calculava-se, semanalmente, a quantidade de racdo que os animais deveriam
consumir.

Ao final do experimento foi realizado um hemograma, com foco no perfil leucocitario,
de cinco animais de cada tanque (12,5%). Para tal, realizou-se prévia anestesia local com uso
de lidocaina em gel a 2% e em seguida foi realizada uma pungdo intravenosa (artéria
isquiatica) com o auxilio de uma agulha hipodérmica, de 1,60 x 40 mm. O sangue foi coletado
com o auxilio de um pipetador (Micropipet®) de 1-5 mL e, em seguida, armazenado em frasco
tipo “eppendorf”. Todo o material utilizado para a coleta e armazenamento do sangue foi

devidamente heparinizado (Hemafol - heparina s6dica 5.000 UI/mL).

Para a contagem dos eritrécitos utilizou-se uma cdmara hematimétrica de Neubauer,
de acordo com RANZANI-PAIVA (1995). Ap6s a contagem em cada reticulo, foi calculada a
média do nimero de células. Para cada animal foi feita uma lamina de extensao sanguinea de
acordo com RANZANI-PAIVA (1995) e FRANCA (2007). Para fixar as laminas foi usado o
método de ROSENFELD (1947), deixando-a 2 minutos no metanol e 10 minutos no corante de
Giemsa.

A Contagem Diferencial de Leucécitos foi realizada nas extensdes sanguineas em
microscopio de luz comum, com objetiva de imersdo (100x) onde foram contados 100
leucécitos (neutroéfilos, eosindfilos, basoéfilos, linfocitos e mondcitos). O valor absoluto foi
calculado por uma regra de trés, partindo-se da contagem total de leucécitos e do valor relativo
de cada elemento (FRANCA et al., 2008).

O banco de dados foi submetido a andlises de normalidade por meio do teste de
Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Pelo procedimento Univariate do pacote estatistico SAS
(SAEG, 2007). Os modelos utilizados consideraram as diferencas entre os tratamentos e dias

ou semanas de cultivo.



17

N

Para as varidveis correspondentes a qualidade de dgua e desempenho zootécnico
realizou-se contrastes de médias (Tukey P<0,05) entre os tratamentos, por meio do
procedimento GLM (Modelos Lineares Generalizados) do SAS. As anélises para contrastes das
médias foram realizadas desdobrando-se por semanas de cultivo. Para os dados
correspondentes as andlises hematolégicas foram realizados contrastes de médias (Tukey
P<0,05) entre os tratamentos utilizando o procedimento GLM. Quando necessario assumiu-se
distribuicdo apropriada para a variavel, sendo realizada o contraste de médias por meio do
limite de confianca estabelecido no procedimento GENMOD (Modelos Generalizados) do
SAS. Para a variavel BS (Basoéfilos), foi realizada anélise de contraste de média por meio dos
modelos generalizados assumindo distribuicdo Binomial Negativa com funcdo de ligacdo

Logistica.

3 RESULTADOS

Os parametros de qualidade de dgua aferidos encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios* dos parametros de qualidade de d4gua dos aquarios utilizados na criacao de
girinos de ra-touro alimentados com e sem probiético comercial

Tratamento OD NH; NO; pH Temp
(mg/L) (mg/L) (mg/L) ((Y)

T1 3,05¢ 0,024 0,03b 7,70 23,69

T2 3,200 0,142 0,052 791 23,70

T3 2,784 0,11¢ 0,062 7,67 23,52

T4 3,462 0,12b 0,062 8,02 23,70

FONTE: O autor (2017).

* Letras diferentes apresentam diferenca significativas entre si (p <0,05);

OD- Oxigénio dissolvido, NH3 - Amonia, NO». - Nitrito, pH - potencial hidrogeniénico; Temp - temperatura;

T1 - Tratamento com utilizagdo de probidtico na dgua; T2 - Tratamento com utilizagdo de probidtico na racao; T3
- Tratamento com utilizacdo de probiético na dgua e na racdo; T4 - Tratamento sem utilizacdo de probidtico
(controle).

A curva de crescimento dos valores de peso total e dos comprimentos total, do corpo e
da cauda dos girinos, ao longo de 18 semanas, encontram-se na figura 1. Seus respectivos

valores médios estdio demonstrados na tabela 3.
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Figura 1. Gréficos demonstrando o desempenho zootécnico referente aos parametros de Peso
total, Comprimento total, Comprimento de corpo e Comprimento de cauda, de girinos

alimentados com e sem probiético comercial.

Os resultados de ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA), taxa de sobrevivéncia
(TS) e taxa de crescimento especifico (TCE) de girinos de ra-touro, alimentados com e sem

probidtico, encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Valores médios* dos parametros zootécnicos de girinos de ra-touro alimentados com e sem
probidtico comercial

Tratamento gl)" C(Iﬁ;c)al Cfccl)g)o Cfca;:ll)da %;I)’ ("l("O/CO;E) (CA) Sobre(‘g/lox)lem:la
T1 6,63 8,74b 2,90v 5,83b 6,43b 5,36 2,92¢ 92,5
T2 7,96  9,69° 3,090 6,59b 7,78b 6,48 2,72b 94,16
T3 10,922 11,042 3,502 7,542 10,742 8,952 2,352 95
T4 8,256 9,87ab 3,12b 6,750 8,06P 6,72b 2,32a 90

FONTE: O autor (2017).

* Letras diferentes apresentam diferencga significativas entre si (p <0,05);

PT - Peso Total, CTotal - Comprimento total, CCorpo - Comprimento do corpo, CCauda - Comprimento da cauda,
GP- ganho de peso, TCE- Taxa de crescimento especifico, CA- conversédo alimentar;

T1 - Tratamento com utilizagao de probiético na dgua; T2 - Tratamento com utilizagdo de probiético na racao; T3
- Tratamento com utilizacdo de probidtico na dgua e na racdo; T4 - Tratamento sem utilizacdo de probidtico
(controle).

Os resultados referentes ao perfil leucocitario e a contagem diferencial de leucécitos de

girinos de ra-touro, alimentados com e sem probiético, encontram-se na tabela 4.

Tabela 4. Médias dos nameros absolutos* de leucécitos e da contagem diferencial de leucécitos de
girinos de ra-touro alimentados com e sem probidtico comercial

Tratamento Leucécitos Eosinoéfilos Neutrofilos Linfocitos Monécitos
(mm?) (mm?) (mm?) (mm?) (mm?)
T1 2.766,67% 431,9+ 207,4 50,75b+62,72 1867.8+231,9 280.55+126,7
T2 2.773,34% 390,4+329,5 105,732ab+56,21 1.769,1+334,9 346,20+128,7
T3 2.966,67% 461,0+369,5 113ab+38,26 1.916,7+497,1 221,00+129,3
T4 2.246,67P 410,0+221,6 132,382+88,14 1.435,7+434,0 210,13+108,8

FONTE: O autor (2017).

* Letras diferentes apresentam diferenca significativas entre si (p <0,05);
T1 - Tratamento com utilizagdo de probidtico na agua; T2 - Tratamento com utilizagdo de probidtico na racao; T3 -
Tratamento com utilizacdo de probidtico na 4gua e na ragdo; T4 - Tratamento sem utilizacdo de probiético (controle).
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Os ntmeros absolutos e os valores percentuais da contagem diferencial de leucdcitos, para
baséfilo (BS), encontram-se na tabela 5.
Tabela 5. Médias e desvio médio dos ntmeros absolutos e dos valores percentuais da contagem

diferencial de leucdcitos para baséfilo (BS) utilizando o modelo generalizado assumindo distribuigao
binominal, de girinos de ra-touro alimentados com e sem probiético comercial

Tratamento X (media) Basofilo X (media) BS%
T1 4,68 107 +£95,21 1,3063 3,692 + 3,05
T2 4,36 77 + 67,80 1,0532 2,862+ 2,48
T3 3,69 40,13 +42,04 0,2877 1,33+ 1,37
T4 3,17 23,73 +29,34 0,1252 1,13+ 1,39

FONTE: O autor (2017).

* Letras diferentes apresentam diferenca significativas entre si (p <0,05);
T1 - Tratamento com utilizacdo de probiético na agua; T2 - Tratamento com utilizagdo de probiético na ragdo; T3 -
Tratamento com utilizacdo de probidtico na 4gua e na racao; T4 - Tratamento sem utilizacdo de probiético (controle).

4 DISCUSSAO

Segundo FERREIRA (2003), existem poucos dados sobre os pardmetros de qualidade
de agua ideais para a producdo de ras, principalmente na fase larval, sendo muitas vezes
utilizados dados oriundos da piscicultura ou da carcinicultura. No presente estudo, a
temperatura do ar do ambiente experimental foi controlada e mantida na faixa de 23°C, de
modo que a temperatura da d4gua se mantivesse proxima a esse valor, corroborando com a
temperatura ideal para crescimento e desenvolvimento de girinos segundo CRIBB et al. (2013),
que é de 23 £2°C.

A temperatura da &dgua influencia diretamente no metabolismo, portanto no
crescimento e no desenvolvimento dos girinos, que sdo pecilotérmicos e totalmente
dependentes da agua, tornando-se um dos fatores mais importantes a serem controlados
(HOFFMAN, 1988; CRIBB et al., 2013). A temperatura encontrada para todos os tratamentos
ficou dentro do esperado, ndo influenciando diretamente os outros parametros de qualidade
de 4dgua.

O pH apresentou pouca variagdo entre os tratamentos, sendo o maior valor de média
(8,03) encontrado para o tratamento controle (T4), que era isento de probiético, e o menor valor
de média (7,6) para o tratamento que recebia probiético na dgua e na ra¢do (T3). A faixa de pH
compreendida entre 6,5 e 7,5 é considerada ideal para a criagdo de girinos de ra-touro (CRIBB

et al., 2013), no entanto, de acordo com FERREIRA (2003), niveis de pH entre 6 e 8 ja foram



21

observados em randrios sem maiores danos aos animais. SEIXAS FILHO et al (2013)
demonstraram que os niveis de proteina na racdo podem causar maior mortalidade em girinos
de ra-touro do que variacdes pequenas de pH, uma vez que conseguiram bons resultados de
desempenho zootécnico trabalhando na faixa de 7 a 8,9.

O oxigénio dissolvido (OD) na dgua possui maior importancia para girinos na fase
inicial da sua vida, pois sua respiracdo é fundamentalmente branquial (LIMA e AGOSTINHO,
1992; CRIBB et al., 2013), pois, conforme se desenvolve, suas branquias vao perdendo a
importancia e os pulmdes passam a ser responsaveis pelo aproveitamento do oxigénio
atmosférico. Segundo LIMA E AGOSTINHO (1992), a proporcao ideal de OD para girinos de
ra-touro é 24 mg/L, uma vez que a baixa concentracdo deste gis na agua é mais prejudicial
pela fermentacdo dos restos de racao e fezes, com a producdo de substancias téxicas, do que
pela propria necessidade respiratéria dos animais. No presente estudo, os valores do OD, em
todos os tratamentos, ficaram pouco abaixo do desejavel (Tabela 2), porém acima da faixa de
tolerancia estipulada por CRIBB et al. (2013), que é de 1,5 mg/L.

O T4 apresentou os maiores valores para oxigénio dissolvido, diferindo dos demais
tratamentos em que o probittico comercial foi utilizado. Acredita-se que a presenca dos micro-
organismos tenha aumentando a demanda bioquimica de oxigénio (DBO) nos tanques,
resultando nos valores mais baixos. Tal fato pode ser verificado, uma vez que o T3, que foi
caracterizado pela presenca de probiético tanto na 4gua como na ragao, apresentou os menores
valores. Por outro lado, em relagdo a melhora dos parametros de qualidade de 4gua na criagao
de peixes e camardes, IBRAHEM (2015) afirma que a utilizagao de probidticos possui multiplas
vantagens, tais como: a reducdo nas concentracdes de compostos nitrogenados e do fésforo,
melhora na decomposicdo da matéria orgéanica, aumento do crescimento de algas, aumento
dos niveis de oxigénio dissolvido e controle de compostos toxicos.

Os valores encontrados para amonia e nitrito (Tabela 2) ndo ultrapassaram os valores
limitrofes, estipulados por FERREIRA (2003), para a criagdo de girinos de ra-touro, o que pode
ser observado pela auséncia de mortalidade expressiva ou de problemas relacionados a
toxidez desses compostos. Ainda que todos os valores encontrados tenham sido 6timos para
a criagdo dos girinos, nos tratamentos em que o probiético foi administrado diretamente na
agua (T1/T3), os valores de amonia apresentaram-se mais baixos, muito provavelmente pela
atuacdo dos micro-organismos como biorremediadores.

Segundo MOURINO et al. (2012), os biorremediadores proporcionam a melhoria do
ambiente de criagdo, visando acelerar a remocdo e a biodegradacdo de contaminantes

indesejaveis, como: amonia, nitrito, nitrato e gas sulfidrico presentes na dgua ou no lodo
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existente no fundo dos viveiros. Estes mesmos autores ainda afirmam que, os produtos
biorremediadores que utilizam micro-organismos vivos também sdo chamados de
bioaumentadores, ainda que na aquicultura muitos produtores utilizem a palavra “probidtico”
para esta finalidade. Além disso, alguns géneros de bactérias, como o Bacillus, sao mais usados
por apresentarem uma boa capacidade de esporulagdo e possuirem grande eficiéncia na
degradacdo de material orgénico.

De maneira geral, os parametros de qualidade de agua obtidos e a densidade
estipulada (1 girino/L), foram adequados para o crescimento e o desenvolvimento dos girinos
de ra-touro, assim como determinam FERREIRA et al. (2002) nas orienta¢des bésicas para a
criagdo de ras.

De acordo com CASTRO e PINTO (2000), é a partir da resposta das anélises dos dados
de qualidade de 4gua que se planeja a quantidade a ser renovada por dia. O volume de 10%
de renovacao didria de &gua, estipulado no presente estudo, é menor que os 25%/dia
recomendado por CRIBB et al. (2013) para tanques artificiais de girinos, mas ainda assim
mostrou-se satisfatorio ao longo de todo o experimento. Isto provavelmente se deve a forma
de coleta das excretas e sujidades do fundo dos aquérios, uma vez que a drenagem foi feita
por sifonagem.

Como pode ser observado na figura 1, a partir da terceira semana, o T3 apresentou os
melhores resultados para o peso total (PT), diferindo, estatisticamente (p < 0,05), dos
tratamentos 1, 2 e 4, demonstrados na tabela 3. Acredita-se que a utilizacdo do probiético
comercial tanto na 4gua como na racao tenha sido responsavel pelo peso final obtido.

DIAS (2006) trabalhou com ras-touro pés-metamorfoseadas, por um periodo de 112
dias, com dois probidticos diferentes - P1, Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum e
Enterococcus faecium; e P2 - Bacillus subtilis - e observou aumento do ganho de peso nas ras
alimentadas com probiodtico até atingirem 200g, independente da dose utilizada (5 ou 10g/kg
acdo), quando comparados ao grupo controle (ndo recebeu probiético na alimentacao).

Ja FRANCA (2007), ao administrar probidticos para imagos de ra-touro, verificou que
aqueles que receberam o produto apresentaram peso médio final maior do que aqueles em
que o produto ndo foi administrado (grupo controle), ainda que ndo tenham diferido
estatisticamente.

PEREIRA et al. (2016) trabalharam com probiéticos autdctones para girinos de ra-touro
e encontraram maior ganho em peso em girinos alimentados com suplementagao dietética de

Lactobacillus plantarum, o que, segundo os autores, pode ser explicado pelo melhor
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aproveitamento dos nutrientes em decorréncia das enzimas digestivas produzidas por este
micro-organismo.

CRIBB et al. (2013) determinaram que o peso final ideal de girinos em climax
metamorfico deve ser = 8g, o que foi obtido em praticamente todos os tratamentos realizados
no presente estudo, com destaque para o T3. Ja AFONSO (2016a) obteve média de peso final
para girinos de ra-touro igual 15,98 +2,65¢g, no entanto, este autor trabalhou com densidades
de 5 litros de d4gua por girino e seu modelo experimental foi baseado em tanques de terra, que,
segundo ele, propiciam melhores condi¢des para o crescimento e desenvolvimento dos
animais. Apesar de baixas densidades apresentarem melhor crescimento e, consequentemente,
maior peso final para girinos, como afirmam HAYASHI et al. (2004), desde que a qualidade
da 4gua seja mantida dentro dos parametros desejaveis e o alimento esteja disponivel, os
resultados de peso e comprimento finais para os girinos serdo satisfatorios (FLORES-NAVA e
MUNOZ, 1999).

Em relacdo ao comprimento total e da cauda verificou-se que os tratamentos 3 e 4, ndo
diferiram significativamente entre si, como demonstrado na tabela 3. No entanto, o T3
apresentou diferenca estatistica (p <0,05) quando comparado aos demais tratamentos onde o
probiético foi utilizado (T1/T2).

Da mesma forma que ocorreu com o PT, ao analisar o comprimento do corpo (CCorpo),
nos diferentes tratamentos, verificou-se que o T3 apresentou valor médio final superior e
estatisticamente significativo quando comparado aos demais tratamentos, que ndo diferiram
entre si (p >0,05).

Todas as medidas de comprimento e o peso total evidenciaram a maior eficacia do T3,
ou seja, a administragdo do probidtico tanto pela via ambiental (d4gua) como pelo alimento
(ragdo), mostrou ser a melhor opgao de manejo alimentar voltado ao crescimento dos animais.

O alimento utilizado no presente estudo foi elaborado a partir da mistura de uma ragao
comercial de peixes com elevado teor proteico (40% de PB) e farelo de trigo peneirado. Seu
teor proteico final ficou em 25,21%, o que se aproxima dos dados obtidos por SEIXAS FILHO
et al. (2011), que, ao avaliarem o nivel de proteina que resultaria em melhor desempenho de
girinos de ra-touro, concluiam que niveis de proteina na ragdo da ordem de 28% de proteina
bruta (PB), apresentaram melhores resultados que ragdes contendo 22% e 24% de PB.

Segundo ISHIZUYA-OKA et al (2010), a deposicdo e o acimulo de proteinas,
principalmente na cauda do girino, sao necessérios durante o climax da metamorfose, quando
ocorre apoptose da cauda e relocacdo de proteina para transformagao da estrutura do animal

de vida aquética para vida terrestre. AFONSO et al. (2017) demonstraram que o teor proteico
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encontrado na cauda do girino da ra-touro equivale aquele presente na ra adulta. Estes autores
ainda encontraram, na andlise da matéria seca do filé de cauda, teor proteico médio igual a
93,84%, o maior entre os produtos de origem animal normalmente utilizados na alimentagao

humana.

SEIXAS FILHO et al. (2012) avaliaram o desempenho zootécnico de girinos de ra-touro
com diferentes niveis de proteina e energia digestiveis nas racdes e concluiram que existe
ineficiéncia de dietas com altos niveis proteicos para girinos, sendo a melhor taxa de eficiéncia
proteica obtida na racdo com 27% de PB. No presente estudo, a preocupagao com o uso correto
de niveis ideais de proteina se deu uma vez que, um dos maiores problemas existentes na
ranicultura estd diretamente ligado ao figado, principalmente na fase larval das ras, pois
quaisquer altera¢des nas fungdes hepaticas causadas por alimentos impréprios podem gerar
lesdes irreversiveis, comprometendo, assim, a funcionalidade do 6rgao e a sobrevivéncia dos
animais (SEIXAS FILHO et al., 2008).

O ganho de peso apresentado pelos animais, ao longo do periodo experimental (120
dias), pertencentes ao T3 (10,74 g) foi superior e significativamente diferente quando
comparado aos demais tratamentos (p <0,05). Resultados semelhantes foram obtidos por
SEIXAS FILHO et al. (2011), que obtiveram GP quinzenal médio igual a 1,24 g quando
trabalharam com girinos de ra-touro submetidos a dieta contendo racao com 28% de PB. No
entanto, estes autores encontraram valores de CA médios de 3,33, contrastando com os
melhores valores obtidos no presente estudo, de 2,32 e 2,35, para T4 e T3, respectivamente.

Valores de GP melhores (3,98 g) foram encontrados, para a tltima quinzena do estudo
(45° ao 60° dia), por SEIXAS-FILHO et al. (2008), que avaliaram o desempenho e atividades
enzimaticas em girinos de ra-touro. Entretanto, a CA obtida (3,67) foi superior ao presente
estudo. Indices de CA mais baixos para girinos de ra-touro foram encontrados por PINTO et
al. (2015) (1,3) e AFONSO (2016) (1,24), que utilizaram ragdes na faixa dos 28% de PB na
alimentagdo dos animais, porém, os valores encontrados no presente estudo sao compativeis
com a viabilidade econdémica para a fase de larvicultura estabelecida por MOREIRA et al.
(2013).

Os melhores valores obtidos por FRANCA (2007), utilizando probiéticos na racdo de
girinos de ra-touro, foram encontrados para a suplementagao com o Bacillus subtilis, resultando
em GP final de 2,1 g, CA de 4,19 e taxa de sobrevivéncia de 83,33 %. No presente estudo, todos
os ganhos de peso, inclusive o do grupo controle, foram muito superiores, além disso, as piores
taxas (CA de 2,92 e sobrevivéncia de 92,5%), encontradas no T1 (probidtico na agua), também

se mostraram superiores.
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Os indices de sobrevivéncia apresentados no presente estudo encontram-se dentro da
normalidade encontrada nos ranarios comercias, que pode apresentar mortalidade de até 30%
para a fase de girinagem (CRIBB et al., 2013).

No que se refere a TCE, o T3 apresentou o melhor percentual (8,95%), que inclusive
diferiu significativamente dos demais tratamentos e do grupo controle. Ao trabalhar com
girinos de ra-touro, PINTO et al. (2015) encontraram valores de 6,83% ao dia, no entanto, esses
autores utilizaram o dobre da densidade do presente estudo, ou seja, 2 girinos por litro.

As analises hematolégicas estao representadas nas tabelas de 4 e 5. A avaliacdo dos
leucécitos indicou ndo existir diferenca significativa entre os tratamentos em que o probidtico
foi utilizado, com destaque para os valores absolutos de T3, no entanto, todos diferiram (p<
0,05) do grupo controle, corroborando com CASTRO (2003), que afirma que a utilizagdo de
probidticos tem como consequéncia a proliferacao de células do sistema imune nos animais,
melhorando sua resposta imunolégica.

FRANCA (2007), ao avaliar o perfil hematoldgico de girinos de ra-touro, ndo encontrou
diferencas significativas entre os tratamentos com probiético e o grupo controle. Comparando-
se os valores encontrados por este autor com o presente estudo (Tabela 4), podem ser
observadas muitas diferencas. O ntmero médio de leucdcitos totais variou de 9.893,67 a
17.109,51 células por mm3, sendo, portanto, superiores aos valores obtidos no presente estudo
(Tabela 4). Levando-se em consideracao que o grupo controle testado pelo autor ja possuia
quatro vezes mais células imunolégicas que os animais do presente estudo, acredita-se que os
animais poderiam estar enfrentando algum tipo de desafio imunolégico. Por outro lado, os
valores de mondcitos foram superiores no presente estudo, chegando a valores médios de 346
células por mm? no T2, quando comparados a 93,32 células por mm?, obtidos por FRANCA
(2007).

Desta forma, como mostra o presente estudo, sdo necessarias maiores pesquisas na fase
larval das rds, diminuindo assim a taxa de mortalidade e melhorando as condig¢bes
imunolégicas dos animais. O uso de probiéticos na d4gua ou na racdo podem ser alternativas

viaveis para que se obtenham melhores indices de sobrevivéncia, bem como zootécnicos.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados apresentados foi possivel concluir que o uso de probiético na ragdo
e na agua, representado pelo Tratamento 3, obteve os melhores resultados em relagao ao peso
total, comprimento de corpo, ganho de peso e taxa de crescimento especifico, quando
comparados aos demais tratamentos e ao grupo controle. Além disso, todos os tratamentos
que envolveram a utilizagdo de probidtico promoveram um aumento do ntimero de células

totais de defesa nos animais.
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APENDICE 1 ACONDICIONAMENTO E TRANSPORTE DOS ANIMAIS PARA O
LABORATORIO

Imagem ilustrativa do acondicionamento dos animas para transporte ao laboratério de carcinicultura.

APENDICE 2 CONTAGEM DOS ANIMAIS PARA INICIO DO EXPERIMENTO

Imagem ilustrativa da contagem dos animais para inicio do experimento.



30

APENDICE 3 ANIMAIS SEPARADOS PARA A REALIZACAO DA BIOMETRIA

50pm!
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Imagens ilustrativas dos animais em épocas e fases diferentes de desenvolvimento, nota-se a presenca de G3

(circulo a direita).

APENDICE 4 PESAGEM DOS ANIMAIS DURANTE O EXPERIMENTO
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Imagem ilustrativa das pesagens dos animais durante o experimento.



31

APENDICE 5 BIOMETRIA (MEDIDAS DE CORPO DOS ANIMAIS)

Imagens demonstrando a tomada de medidas do corpo dos animais com auxilio de paquimetro digital.

APENDICE 6 BIOMETRIA (MEDIDAS DA CAUDA DOS ANIMAIS)

Imagem ilustrativa da medicdo da cauda do girino de ré-touro



APENDICE 7 FOTOMICROGRAFIA DOS LEUCOCITOS DE GIRINOS DE RA-

TOURO
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Imagem ilustrativa dos leucécitos de girinos de rd-touro americana (Lithobates catesbeianus) (aumento de
1000x).
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APENDICE 8 CERTIFICADO DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL DO SETOR PALOTINA (UFPR)

CERTIFICADO DE APROVACAO

Certifico que o formuldrio sob o protocolo n° 46/2015 referente ao projeto de pesquisa
intitulado “Avaliagdo do uso de probiético em girinos de r3 touro americana (Lithobates catesbeianus)”
sob responsabilidade de Prof. Dr. Leandro Portz foi apreciado pela CEUA/Palotina e considerado
APROVADO.

O Docente responsavel pelo envio do formulario deve estar ciente de que deve:

* informar qualquer intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo;

° morte ou doengas inesperadas que tenham ocorrido durante o transcurso do estudo e quais medidas
foram tomadas;

* informar sobre a necessidade de modificacdes ou emendas ao protocolo que foi descrito e aprovado,

identificando a parte do protocolo a ser modificada e apresentando justificativas claras

Palotina, 17 de dezembro de 2015.

CERTIFICATE OF APPROVAL
The form under protocol N.46/2015 referent to research entitled Evaluation of the use of

probiotics in american bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) under responsibility of Prof. Dr. Leandro

Portz was discussed by CEUA/Palotina and considered APPROVED.

Palotina, December 17, 2015.

4
' Prof? D¥* Erica Cristin B. P. Gulrro
Prof® Dr® Erica Cristina/Bueno do Prado g#esoCléncias Veterindrias - DCv

UFPR / Palotina - SIAD 1
Coordenagao | CEUA/Palotina pédica Veterinarla - CRMV/PR 7403
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APENDICE 9 NORMAS DE PUBLICACAO DO BOLETIM DO INSTITUTO DE
PESCA (VERSAO FEVEREIRO 2017)

INSTRUCAO AOS AUTORES

BOLETIM DO INSTITUTO DE PESCA (BIP), ISSN 0046-9939 (impresso) e ISSN 1678-
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O BIP ¢ destinado a publicacdo de documentos originais (artigos cientificos e notas cientificas),
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biologia pesqueira, sociologia e economia pesqueiras), aquicultura, limnologia, ecologia
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O periddico também aceita e incentiva submissdes de artigos redigidos em inglés ou espanhol.
Em caso de autores ndo nativos de paises que falem estas linguas, o artigo devera ser revisado
por um especialista que o proprio Comité Editorial do Instituto de Pesca podera indicar.

Todo trabalho submetido ao Boletim sera avaliado preliminarmente pelo Comité Editorial e, se
superar essa primeira triagem, sera enviado, inicialmente, para dois revisores especialistas na
area abordada. A publicacdo se dara somente com a aprovagdo do documento pelos revisores,
cabendo ao Comité Editorial do Instituto de Pesca a deciséo final do aceite.

A selecdo dos artigos sera baseada na originalidade, qualidade e mérito cientifico. O Comité
Editorial tomara o cuidado para que os revisores de cada artigo sejam, obrigatoriamente, de
instituicOes distintas daquelas de origem dos autores. O Boletim do Instituto de Pesca tem uma
politica de rastreamento por plagio, assim sendo, artigos que forem detectados serdo
automaticamente negados e devolvidos. Caso seja detectado a posteriori o artigo serad
despublicado. O Boletim do Instituto de Pesca utiliza o software para detectar casos de plagio.
O software verifica os contetidos nos bancos de dados de periddicos e na internet. O software
gera um relatério de similaridade, destacando a porcentagem de sobreposic¢do entre o artigo
enviado e o material publicado. Qualquer ocorréncia de sobreposic¢ao de contetido € examinada
por suspeita de plagio de acordo com as Politicas Editoriais. O Boletim do Instituto de Pesca

permite uma semelhanca global de 20% para um manuscrito ser considerado para publicacao.

As opinides emitidas nos trabalhos sdo de exclusiva responsabilidade de seus autores. O
Boletim do Instituto de Pesca reserva-se o direito de realizar pequenas adaptacdes nos originais
visando manter a uniformidade da publicacao.
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Tipos de documentos publicaveis no BIP:

Artigo Cientifico - Trabalho resultante de pesquisa cientifica, apresentando dados originais
obtidos de forma planejada, com base em métodos cientificamente aceitos, rigorosamente
controlados e com planejamento estatistico adequado, que possam ser replicados e
generalizados. A discussdo deve ser criteriosa, com base cientifica solida; ndo deve se limitar a
comparacOes dos resultados com a literatura, mas apresentar inferéncias, hipdteses e
argumentacao sobre o que foi estudado.

Nota Cientifica - Comunicacdo curta de fato inédito resultante de pesquisa cientifica, cuja
divulgacdo imediata se justifica, mas com informacdes insuficientes para constituir um artigo
cientifico. Incluem-se nesta categoria a descricdo de uma técnica, o registro da descoberta de
uma nova espécie, observacdes e levantamentos de resultados de experimentos que ndo podem
ser repetidos, e outras situacdes unicas. Deve ter o mesmo rigor de um Artigo Cientifico e conter
0s elementos necessarios para avaliagdo dos argumentos apresentados.

PROCEDIMENTOS EDITORIAIS
Custo de publicacgéo

O custo é de R$ 40,00 (quarenta reais) por pagina final editorada para publicacdo. No ato da
submissao é requerido um deposito de R$ 100,00 (cem reais) ndo reembolsaveis, mas deduzido
do custo final dos artigos aprovados.

Os depésitos ou transferéncias deverdo ser efetuados em nome da FUNDAG, no Banco do
Brasil: agéncia 3360-X — conta corrente 4200-5, codigo de identificacdo do deposito: 1161. O
comprovante de depoésito ou transferéncia deve ser enviado para o e-mail do Comité Editorial
(ceipboletim@gmail.com). Para que ndo seja paralisado o processo de avaliacdo do trabalho e
emissdo de recibo de pagamento da FUNDAG, enviar os seguintes dados: Nome, CPF, telefone
e endereco completo (incluir o bairro e 0 CEP). Sem a identificacdo do autor do deposito, 0
processo de avaliacdo do trabalho ndo sera iniciado.

Submisséo de trabalho

O trabalho devera ser enviado via e-mail, devidamente identificado, em arquivo do WORD.
Em trabalhos que envolvam a manipulacéo de vertebrados deve ser encaminhado um atestado
de que a pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Biosseguranca da instituicdo de origem
da pesquisa. Apos a aprovacdo do trabalho, devera ser encaminhado ao Comité Editorial o
documento Cessao de Direitos Autorais e Autoriza¢do para Publicacdo em Meio Eletrénico,
contendo apenas a assinatura do autor responsavel pela submissao do trabalho, e cujo modelo
esta em: http://www.pesca.sp.gov.br/siteOficialBoletim.php.

Avaliagéo do trabalho
1. O trabalho submetido serd em primeira instancia avaliado pelo Comité Editorial.

2. ApoGs aprovagdo preliminar pelo Comité Editorial, e segundo a ordem cronologica de
recebimento, o trabalho sera enviado a no minimo dois revisores de reconhecida competéncia
no assunto abordado. Em seguida, se necessario, retornard ao(s) autor(es) para
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modificacbes/correcfes. O retorno do texto poderd ocorrer mais de uma vez, se assim o(s)
revisor(es) solicitar(em).

3. O trabalho sera aceito para publicacéo se tiver dois pareceres favoraveis, ou rejeitado quando
pelo menos dois pareceres forem desfavoraveis. No caso de pareceres contraditérios entre 0s
revisores, o trabalho serd enviado a um terceiro revisor.

4. O trabalho aceito retornara ao(s) autor(es) para ultimar eventuais alteracdes propostas e
realizar rigorosa reviséo, antes que o documento seja submetido ao processo de editoragédo e
formatacdo ao estilo do Boletim. O prazo para devolugdo dessa versao final revisada sera de
sete dias.

ATENCAO: se o trabalho for rejeitado na avaliacio prévia do Comité Editorial (por
inadequacdo as normas do BIP, por ndo se enquadrar no escopo tematico da revista, por
problemas redacionais [impropriedades linguisticas, morfoldgicas ou sintaticas] ou por falta de
qualidade técnica) ou na avaliagdo final dos revisores “ad hoc”, o deposito ndo sera devolvido,
nem poderé ser reutilizado para outras submissdes dos autores.

Disposices finais

Casos omissos serdo avaliados pelo Comité Editorial do Instituto de Pesca.

FORMATACAO E ESTRUTURACAO DO TRABALHO
Instrucdes gerais

O trabalho deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, de acordo com a seguinte
formatagéo: fonte Book Antiqua, tamanho 11; espagamento entre linhas: 1,5; tamanho da
pagina: A4; margens esquerda e direita: 2,5 cm; margens superior e inferior: 3,0 cm; nimero
maximo de paginas, incluindo Figura(s) e/ou Tabela(s) e Referéncias: Artigo Cientifico: até 25
paginas; Nota Cientifica: até 15 paginas. As linhas devem ser numeradas sequencialmente, da
primeira a Ultima pagina. As paginas também devem ser numeradas. As notas de rodapé devem
estar no texto.

Estrutura de Artigo Cientifico

A estrutura para o Artigo Cientifico é a seguinte: Titulo, Autor(es), Enderecos institucionais
(completos) e eletrénicos, Resumo, Palavras-chave, Titulo em inglés, Abstract, Key words,
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusbes, Agradecimentos
(opcional), Referéncias. O Titulo, 0 Resumo e as Palavras-chave devem ser traduzidos para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués ou espanhol, e para o portugués, no caso de
artigos redigidos em inglés ou espanhol. Os termos: Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos e Referéncias devem ser alinhados a
esquerda e grafados em letras mailsculas e em negrito.

TiTULO

Deve ser claro e conciso (ndo deve se estender por mais do que duas linhas ou dez palavras),
redigido em portugués e inglés ou, se for o caso, em espanhol, inglés e portugués. Deve ser
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grafado em letras maiusculas e centralizado na pagina. No caso de trabalho desenvolvido com
auxilio financeiro, informar na primeira pagina qual o agente financiador, indicado com
asterisco, também aposto ao final do titulo. Recomenda-se que ndo seja inserido o nome
cientifico da espécie e a referéncia ao seu descritor, a ndo ser que seja imprescindivel (no caso
de espécies pouco conhecidas).

NOME DO(S) AUTOR(ES)

Deve(m) ser apresentado(s) completo(s) e na ordem direta (prenome e sobrenome), com apenas
0 sobrenome pelo qual o(s) autor(es) deve(m) ser identificado(s) em caixa alta. A filiagdo do(s)
autor(es), bem como um endereco completo para correspondéncia e um e-mail deverdo ser
colocados na primeira pagina, logo apds o nome dos autores, sendo identificado(s) por nUmeros
arébicos, separados por virgula quando necessario.

Obs: Nao serdo aceitos trabalhos com mais de seis autores.

RESUMO e Palavras-chave

O Resumo deve conter concisamente o0s objetivos, a metodologia, os resultados obtidos e as
conclusdes, utilizando no maximo 200 (duzentas) palavras. Deve ser redigido de forma que o
leitor se interesse pela leitura do trabalho na integra. Palavras-chave: no minimo trés (3) e no
maximo seis (6), redigidas em letras minusculas e separadas por ponto e virgula. Ndo devem
repetir palavras que constem do Titulo e devem identificar o assunto tratado, permitindo que o
artigo seja encontrado no sistema eletrénico de busca.

ABSTRACT e Key words

Devem ser estritamente fiéis ao Resumo e Palavras-chave.

INTRODUCAO

Deve ocupar, preferencialmente, no maximo duas paginas, apresentando o problema cientifico
a ser solucionado e sua importancia (justificativa para a realiza¢do do trabalho), bem como a
evolucdo/situacao atual do assunto pesquisado. O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo,
sendo coerente com o0 que consta no Resumo.

MATERIAL E METODOS

Deve descrever sucintamente toda a metodologia utilizada, organizada de preferéncia na ordem
de aplicacdo e de modo que o experimento possa ser reproduzido. Este item pode variar de
acordo com a natureza tematica do documento, mas em geral deve conter a descri¢cdo do
procedimento amostral local, frequéncia, periodo, instrumento e métodos, outras variaveis
relevantes ou o delineamento do experimento, a descricdo dos tratamentos e das variaveis, 0
namero de repeticdes e as caracteristicas da unidade experimental. Deve informar sobre
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procedimentos estatisticos e transformacfes de dados. Deve-se evitar detalhes supérfluos,
extensas descri¢Oes de técnicas de uso corrente e a utilizacdo de abreviaturas ndo usuais.

RESULTADOS

Os Resultados devem ser apresentados em separado da Discussdo. E isto pode ser feito
textualmente ou sob a forma de Tabelas e/ou Figuras. Dados apresentados em Tabelas ou
Figuras ndo devem ser repetidos sistematicamente no texto.

Tabelas:

Devem ser numeradas com algarismos arabicos e encabecadas pelo Titulo (autoexplicativo).
Recomenda-se que os dados apresentados em tabelas ndo sejam repetidos em gréficos, a ndo
ser quando absolutamente necessario. As tabelas devem ter, no méximo, 16 cm de largura. As
tabelas devem ser em formato “retrato” e ndo ultrapassar uma pagina. Abreviaturas também
devem ser evitadas, a ndo ser para unidades de medida. Se necesséarias, porém, devem ter seu
significado indicado em legenda sob a tabela.

Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotos):

Devem ter, no maximo, 16 cm de largura e 21 cm de altura, ser numeradas com algarismos
arébicos, com titulo autoexplicativo logo abaixo. Palavras em gréficos e mapas devem estar em
fonte legivel. Nao inserir gréaficos, mapas ou fotos em tabelas ou quadros. Os graficos ndo
devem ter linhas de grade nem margens.

Tabelas e figuras devem ser inseridas no item mais apropriado no transcorrer do texto. Os
originais de desenhos, mapas e fotos devem ser enviados em arquivos distintos,
preferencialmente em formato digital “tif” ou “jpeg, e permitir reducéo para 16 cm ou 7,5 cm
de largura sem perda de definicéo.

DISCUSSAO

A Discussdo deve ser elaborada e ndo apenas uma comparacdo dos dados obtidos com o0s
disponiveis em literatura. Deve focar e demonstrar as principais ideias e contribuicdes trazidas
pelo trabalho, bem como comentar se ha necessidade de novas pesquisas ou sobre eventuais
limitacdes encontradas. Evitar repetir niUmeros ja constantes dos resultados. A Discussdo deve
conter hipdteses e/ou comentarios objetivos sobre os resultados, discutidos a luz de observacbes
constantes da literatura especializada.

CONCLUSAO

A Conclusdo deve ser clara, concisa e responder ao objetivo do estudo. Deve, idealmente, ser
capaz de propor uma solucdo (ou caminho de solucdo) para a demanda/problema, com base nos
resultados obtidos.
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Devem ser sucintos, dirigidos a Instituicdo ou pessoa que tenha efetivamente colaborado para
a realizacdo do trabalho. De preferéncia, ndo deve ultrapassar cinco linhas.

Estrutura de Nota Cientifica

A Nota Cientifica deve seguir ordenacdo similar a de um Artigo Cientifico, contendo Titulo,
Autor, Enderegos institucional e eletronico, Resumo, Palavras-chave, Titulo em inglés,
Abstract, Key words, Introducdo, Material e Métodos, Resultado (s) e, eventualmente,
Discussdo, Agradecimento(s) (opcional) e Referéncias. Resultados e Discussdo, neste caso,
podem ser apresentados como item Unico. A formatacdo segue 0 mesmo padrdo, mas com no
maximo 15 péginas (incluindo tabelas e figuras).

Obs: Nao serdo aceitos trabalhos com mais de seis autores.

REFERENCIAS (normas para TODOS os tipos de publicago)

Devem ser apresentadas em ordem alfabética do sobrenome dos autores, sem numeracao.
Devem conter os nomes de todos os autores, ano de publicacéo, o titulo do artigo (por extenso)
e do periddico (também por extenso), nimero do volume e/ou edi¢do e nimero e/ou intervalo
de paginas. A exatiddo e adequacao das referéncias a trabalhos que tenham sido citados no texto
sdo de responsabilidade do autor. DissertacOes e teses devem ser evitadas como referéncias.
Porém, aceita-se quando absolutamente necessarias, mas devem estar disponiveis on-line.
Trabalhos de conclusdo de graduacdo e resumos apresentados em congressos ndo Sao
referéncias validas.

Observacdo: inadequacOes nas referéncias também acarretardo a recusa do trabalho e a nao
devolucéo da taxa de submisséo.

Como fazer citagfes no texto Usar o sistema autor/data, ou seja, o sobrenome do autor em letras
mailsculas e 0 ano em que a obra foi publicada. Exemplos:

* para um autor: “MIGHELL (1975) observou...”; “Segundo AZEVEDO (1965), a
piracema...”; “Estas afirmagdes foram confirmadas em trabalhos posteriores (WAKAMATSU,
1973)”.

* para dois autores: “RICHTER ¢ EFANOV (1976) pesquisando...” Se o artigo que esta sendo
submetido estiver redigido em portugués, utilizar “e” ligando os sobrenomes dos autores. Se
estiver redigido em inglés utilizar “and” (RICHTER and EFANOV, 1976), se em espanhol,
utilizar “y” (RICHTER y EFANOV, 1976).

* para trés ou mais autores: o sobrenome do primeiro autor deve ser seguido da expressao “et
al.” (grafada em italico). Exemplo: “SOARES et al. (1978) constataram...” ou “Tal fato foi
constatado na Africa (SOARES et al., 1978).”

* para 0 mesmo autor, em documentos de anos diferentes, respeitar a ordem cronoldgica,
separando os anos por virgula. Exemplo: “De acordo com SILVA (1980, 1985).”
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* para citacdo de varios autores sequencialmente, respeitar a ordem cronoldgica do ano de
publicacdo e separa-los por ponto e virgula. Exemplo: “...n0s viveiros comerciais (SILVA,
1980; FERREIRA, 1999; GIAMAS e BARBIERI, 2002)...”

* quando for ABSOLUTAMENTE necessario se referir a um autor, ainda que ndo em razdo de
uma consulta direta ao trabalho por ele publicado, 0 nome desse autor deve ser citado em letras
minusculas apenas no texto, indicando-se logo a seguir, entre virgulas e precedido da palavra
latina apud, o0 nome do autor e ano do trabalho efetivamente consultado no qual aparece a
referéncia ao autor ndo diretamente lido. Ex.: “Segundo Gulland, apud SANTOS (1978), os
coeficientes...”.

Como fazer citagdes na listagem de REFERENCIAS

1. DE DOCUMENTOS IMPRESSOS
# Artigos cientificos sdo listados como segue:

BARBIERI, E.; BONDIOLI, A.C.V.; DE MELO, C.B.; HENRIQUES, M.B. 2014 Nitrite
toxicity to Litopenaeus schmitti (Burkenroad, 1936, Crustacea) at different salinity levels.
Agquaculture Research, 47(4): 1260-1268.

As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do autor principal.
Havendo mais de uma obra com o mesmo sobrenome, considera-se a ordem cronolégica e,
persistindo a coincidéncia, a ordem alfabética do terceiro elemento da referéncia. Recordando,
apo6s o nome dos autores, inserir 0 ano da publicacéo, o titulo do artigo, o titulo do periddico
(em italico; e que, repetindo, NAO DEVE SER ABREVIADO), o volume (também em italico),
o fasciculo (entre parénteses) e o numero/intervalo de paginas.

# A citacdo de dissertacdo e tese, tipos de documentos que se pode utilizar apenas quando
ABSOLUTAMENTE necessario e se estiver disponivel on line, deve ser feita como segue:

BERNADOCHI, L.C. 2012 Captacdo de sementes em coletores artificiais e cultivo da ostra

perlifera Pinctada imbricata (Mollusca: Pteriidae), Sdo Paulo, Brasil. Sdo Paulo. 75f.
(Dissertacdo  de  Mestrado.  Instituto de Pesca, APTA). Disponivel em:
<http://www.pesca.sp.gov.br/dissertacoes.pg.php> Acesso em: 22 ago. 2014.

# Para livro, também utilizado apenas quando ABSOLUTAMENTE necessario, a citacdo deve
ser:

GOMES, F.P. 1978 Curso de estatistica experimental. 82 ed. Piracicaba: Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”. 430p.

ENGLE, R.F.; GRANGER, C.W.J. 1991 Long-run economic relationship: readings in
cointegration. New York: Oxford University Press. 301p.

NEW, M.B.; VALENTI, W.C.; TIDWELL, J.H.; D’ABRAMO, L.R.; KUTTY, M.N.
Freshwater prawns: biology and farming. Wiley-Blackwell, Oxford. 544 p.

# Capitulo de livro ou publicagdo em obra coletiva, cita-se:
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MORAES-VALENTI, P.; VALENTI, W.C. 2010 Culture of the Amazon river prawn
Macrobrachium amazonicum. In: NEW, M.B.; VALENTI, W.C.; TIDWELL, JH.;
D’ABRAMO, L.R.; KUTTY, M.N. Freshwater prawns: biology and farming. Wiley-Blackwell,
Oxford. p.485-501.

# Leis, Decretos, Instru¢fes Normativas e Portarias sdo incluidas na listagem como segue:

BRASIL, 1988 CONSTITUICAO DA REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL. Diario
Oficial da Unido, Brasilia, 05 de outubro de 1988, n°. 191-A, Secéo 1, p.1. BRASIL, 2000 LEI
n° 9.985, de 18 de julho de 2000. Regulamenta o Art. 225, § 1°, incisos I, 11, 111, e VII da
Constituicdo Federal, institui o Sistema Nacional de Unidades de Conservagdo da Natureza e
da outras providéncias. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 19 de julho de 2000, n°. 138, Se¢do
1: p. 45.

BRASIL, 1990 DECRETO n°. 98.897, de 30 de janeiro de 1990. Dispde sobre as reservas
extrativistas e da outras providéncias. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 31 de janeiro de 1990,
n°. 22, Secdo 1, p. 2.

BRASIL, 2007 INSTRUCAO NORMATIVA ne. 02, de 18 de setembro de 2007. Disciplina as
diretrizes, normas e procedimentos para formacdo e funcionamento do Conselho Deliberativo
de Reserva Extrativista e de Reserva de Desenvolvimento Sustentavel. Diario Oficial da Unido,
20 de setembro de 2007, n°. 182, Sec¢do 1, p. 102.

ICMBIO — Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade. 2010b PORTARIA n°,
77, de 27 de agosto de 2010. Cria o Conselho Deliberativo da Reserva Extrativista Marinha de
Arraial do Cabo/RJ. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 01 de setembro de 2010, n°. 168, Secédo
1: p. 69.

2. DE MEIOS ELETRONICOS (periodicos publicados exclusivamente on line; documentos
consultados online e em CD-ROM)

Exemplos:

LAM, M.E.; PAULY. D. 2010 Who is right to fish? Evolving a social contract for ethical
fisheries. Ecology and Society, 15(3): 16. [online] URL:
http://www.ecologyandsociety.org/vol15/iss3/art16/> CASTRO, P.M.G. (sem data, on line) A
pesca de recursos demersais e suas transformacBes temporais. Disponivel em:
http://www.pesca.sp.gov.br/textos.php Acesso em: 3 set. 2014.

TOLEDO PIZA, AR.; LOBAO, V.L.; FAHL, W.O. 2003 Crescimento de Achatina fulica
(gigante africano) (Mollusca: Gastropoda) em funcdo da densidade de estocagem. In:
REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA PARA O PROGRESSO DA CIENCIA,
55, Recife, 14-18 jul./2003. Anais... Recife: Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia.
1 CD-ROM.

INSTRUCOES COMPLEMENTARES

1. Formula, expressdo e equacdo matematica.
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As férmulas, expressdo e equacdo matematica devem ser inseridas no texto (ndo utilizar figura).
Exemplo: TE = (N/Fm) x 100.

2. Unidade de medida.

Deve ser apresentada segundo o Sistema Internacional de Unidades (SI). Exemplo: 10 m?; 100
peixes m-1; 20 t ha-1.

3. NUmero de casas decimais

Deve ser padronizado para todo o texto. Por exemplo, grafado o comprimento dos exemplares
amostrados com uma casa decimal, em todo o texto os valores referentes a esse parametro
devem ser grafados com uma casa decimal.

4. Anexo e apéndice
Devem ser suprimidos anexos e apéndices.

*As normas do Boletim do Instituto de Pesca podem sofrer alteragdes. Portanto, ndo deixe de
consulta-las antes de fazer a submissdo de um novo artigo ou nota.



