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RESUMO

Os probidticos sdo responsaveis por uma nova ideia de utilizagdo de preventivos
na aquicultura, visando a sustentabilidade do cultivo, equilibrio do meio ambiente e dos
seus produtos gerados. Entretanto, ainda sdo poucos os conhecimentos a respeito do
tema, apesar da sua vasta utiliza¢do na carcinicultura, muitas vezes de forma aleatoria.
Em virtude da grande demanda do setor por novas alternativas para manter a saude
animal, que se objetivou identificar e testar bactérias, com potencial probiotico, isoladas
do trato intestinal de camardes cultivados (Litopenaeus vannamei) em agua salgada,
oriundos de fazenda comercial do estado de Pernambuco.Foram coletados 90 animais,
sendo 50 em periodo chuvoso e 40 em periodo de estiagem, todos apresentando-se
saudaveis. Os camardes coletados no periodo chuvoso apresentaram peso de 9,50 +
0,52g e comprimento de 6,72 + 0,84cm, enquanto os animais analisados no periodo de
estiagem o peso de 9,76 + 0,24g e comprimento de 6,54 + 0,42cm. Foram obtidos 72
isolados bacterianos, que foram reduzidos para 31 ap6s a andlise do Gram, os quais
foram testados in vitro frente as espécies patogénicas, Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802) e Vibrio vulnificus (ATCC 27562). Oito isolados (28,81%) apresentaram
atividade antibacteriana a pelo menos um patdégeno. Nao houve diferenga significativa
(P<0,05) na propor¢ao de isolados potenciais probiodticos obtidos nas distintas épocas do
ano, chuvosa e seca. Os isolados que apresentaram os melhores resultados no teste de
antagonismo in vitro foram identificados como Lactobacillus paracasei, Bacillus
cereus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus crispatus e Lactobacillus brevis.
O maior halo de inibicdo observado no teste de antagonismo foi produzido por
Lactobacillus crispatus frente ao V. vulnificus. Todas as bactérias testadas contra os
patogenos estudados produziram halo de inibi¢do, contudo sugere-se a realizagdo de
testes de antagonismo in vivo para que seja comprovada a efetividade das bactérias

como probidticas para camardo marinho.

Palavras-chave: Bactérias probiotico, Litopenaeus vannamei € teste de antagonismo.



ABSTRACT

Probiotics are responsible for a new idea of using preventive in aquaculture,
aiming at sustainable farming, environmental balance and of its products generated.
However, there are few knowledge on the subject, despite its widespread use in shrimp
farming, randomly in the most of times. Because of large demand from the sector for
new alternatives, to maintain animal health, reduce the chance of having disease
problems that the study aimed to identify and test bacteria with potential probiotic
isolated from the intestinal tract of cultured shrimp (Lifopenaeus vannamei) in salt
water coming from commercial farm in the state of Pernambuco. Has been collected 90
animals, 50 in rainy season and 40 in dry season. The shrimps collected during the rainy
season had weight of 9.50 = 0.52 g and length of 6.72 £ 0.84 cm, while the animals
from the dry period had weight of 9.76 + 0.24 g and a length of 6, 54 £ 0.42 cm. Were
obtained 72 bacterial isolates then performed the Gram 31 were tested in vitro against
dual-known pathogenic species, Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) and Vibrio
vulnificus (ATCC 27562). Eight isolates (28.81%) showed antibacterial activity to at
least one pathogen. There was no significant difference (P <0.05) in the proportion of
isolates potential probiotics obtained in different seasons, rainy and dry. Isolates that
showed the best results in the antagonism test in vitro were identified as Lactobacillus
paracasei, Bacillus cereus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus crispatus and
Lactobacillus brevis. The largest zone of inhibition observed in the antagonism test was
produced by Lactobacillus crispatus opposite V. vulnificus. All bacteria tested against
the pathogens studied produced inhibition zone, however it is suggested the testing of
antagonism in vivo to be proven the effectiveness of probiotic bacteria for marine
shrimp.

Keywords: Bacteria probiotic, Litopenaeus vannamei and antagonism test.
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1. INTRODUCAO

Muitas sdo as pesquisas e descobertas continuas que permitem restabelecer o
crescimento da aquicultura. No entanto, as doengas e o seu controle, além de uma
abordagem efetiva e ambientalmente segura, continuam sendo os grandes obstaculos
para o alcance das metas produtivas.Apesar das dificuldades que o segmento apresentou
nos ultimos anos, a producdo de camardo no Brasil se manteve no patamar de 70 mil
toneladas em 2009 (BRASIL, 2010). Mortalidades clevadas e surtos de doencas
ocorrem nas diferentes fases de cultivo, devido a proliferacdo de micro-organismos
patogénicos nos sistemas. Neste sentido, a industria aquicola busca continuadamente
meios para manter um ambiente microbiologicamente saudavel e melhorar a sua
produgdo e lucros.

Na carcinicultura, para combater as infecgdes bacterianas, geralmente
consideradas como problemas secundarios, provavelmente sdo administrados os
antimicrobianos. Entretanto, o uso indiscriminado de antibidticos pode acarretar
naturalmente no aumento da resisténcia bacteriana. Além disso, ap6s a morte das
bactérias ndo resistentes a essas drogas veterindrias, existe a possibilidade da
transferéncia dos genes de resisténcia a outras bactérias que nunca foram expostas a tais
antibioticos, tornando cada vez mais dificil de serem controladas e erradicadas.

Ha um interesse crescente da industria camaroeira no controle ou eliminacao do
uso de antimicrobianos e no surgimento e avanco de estudos sobre profilaticos
alternativos. A biotecnologia tem sido uma ferramenta de crescente importancia na
aquicultura, em que o uso de compostos a base de microrganismos vivos tem sido
adotado como pratica para sustentabilidade do cultivo, minimizando a utilizacdo de
produtos quimicos e promovendo a sanidade dos animais.

A tecnologia de cultivo do Litopenaeus vannamei, espécie exdtica originaria da
costa do Pacifico e introduzida no Brasil na década de 80 (WAINBERG et al. 1998),
tem se desenvolvido nos diferentes aspectos nos ultimos anos. Mesmo sendo uma
espécie com manejo praticamente estabelecido, tem enfrentado diversas ameagas,
incluindo virus, bactérias e parasitas. As bactérias, principalmente as Gram-negativas do
género Vibrio, sdo os principais patdgenos que afetam a saude do camardo. A reducgdo
no numero de agentes patdgenos presentes no trato gastrintestinal do camardo pode
diminuir danos na mucosa ¢ promover uma melhor absor¢cdo da area de superficie,

melhorando o desempenho do animal. Esta reducdo pode ser atingida com a introdugao



de bactérias benéficas, capazes de competir com os patogé€nicos, denominados
probioticos.

Segundo Reidet al. (2003), probidtico ¢ um conjunto de micro-organismos que
quando consumidos vivos em quantidade adequada, conferem beneficios a saude do
hospedeiro. De acordo com Balcazaret al. (2006), as bactérias probidticas podem
reduzir ou eliminar a incidéncia de micro-organismos patogénicos no intestino, o que ¢
extremamente importante para o sistema imunoldgico do animal, para o aumento da
absor¢ao dos nutrientes, e desta forma, para melhoria do seu desempenho.

As doengas que acometem os organismos aquaticos ainda sao a maior restricao
para a expansdo da aquicultura e o principal fator limitante para o sucesso da
carcinicultura, em nivel mundial. E neste panorama que se tem um consideravel
aumento de pesquisas, avaliando a utilizacdo de bactérias com potencial probidtico,
visando o controle de doencas, melhoria do desempenho e ainda, da qualidade da agua

nos cultivos, sendo um tema recente e propicio a mais estudos.

2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Obter bactérias com caracteristicas probidticas, que possam ser utilizadas na

prevencdo de enfermidades em camardes cultivados.
2.2. Objetivos especificos

1. Isolar bactérias Gram positivas a partir do trato intestinal de camardao marinho
cultivado no periodo de estio e chuvoso.

2. Testar in vitro as bactérias isoladas frente a duas bactérias patogénicas, Vibrio
parahaemolyticus e V. vulnificus, para camarao marinho;

3. Identificar as bactérias isoladas que apresentaram potencial probidtico.

3.REVISAO DE LITERATURA

3.1 Carcinicultura/ Litopenaues vannamei



A atividade de cultivo de camardo ¢ um dos segmentos da aquicultura que mais
se destaca no contexto do setor pesqueiro mundial. O camardo ¢ o produto mais
importante nesse cenario ¢ no Brasil a produg¢do de camardo cultivado permaneceu
estavel de 2005 a 2009 com um aumento significativo em 2010, tendo praticamente
toda sua producao absorvida pelo mercado interno (ABCC, 2011).

Os numeros do desempenho da carcinicultura sdo bastante expressivos e
segundo a Food and Agriculture Organization (FAO, 2010), no ano de 2008, a
producao desse setor cresceu de 917.273 toneladas em 1996 para 2.733.134 toneladas
em 2005, correspondendo a um incremento médio de 13,38% ao ano, representando
45% da producdo mundial de camardo, que ¢ de 6.082.600 toneladas. Ja a producao
extrativa, nesse mesmo periodo, teve um acréscimo de apenas 3,44% ao ano, saindo de
2.522.122 toneladas em 1996 para 3.349.346 toneladas em 2005 (ROCHA; ROCHA,
2009).

No Brasil, o crescimento da aquicultura, particularmente a criacdo de camarao
marinhos, tem-se destacado nos ultimos anos. Este aumento ¢ reflexo dos avancgos
tecnologicos do setor, estimulados pela grande demanda mundial por frutos do mar
(ZANOLO, 2006). Na América Latina, o Brasil ¢ considerado como o segundo maior
mercado de camarao, tendo sido consumido 46,5 mil toneladas em 2005, o que ¢ uma
vantagem em comparagao aos outros paises que ndo contam com um mercado interno
(CARVALHO et al., 2007).

Mesmo possuindo uma area de produgdo considerada baixa em relagdo aos
outros principais produtores mundiais, o Brasil possui uma alta produtividade de
4.333kg/ha/ano, abaixo apenas da Tailandia. Em 2009 chegou a produzir 70.000
toneladas de camardo cultivado em 15 mil hectares (BRASIL, 2010).

Na regido Nordeste do Brasil, a carcinicultura marinha ja se constitui como uma
das mais importantes atividades econdmicas nos Estados do Rio Grande do Norte,
Ceara, Pernambuco, Bahia, Piaui e Paraiba. Em 2003, ocupou a segunda posi¢do nas
exportagdes desse setor e participou com 54,51% das receitas decorrentes das
exportagdes do setor pesqueiro brasileiro (ROCHA, 2005).

Um dos principais pontos de destaque desse atual desenvolvimento € a espécie
Litopenaeus vannamei, originaria do Pacifico. Esta espécie, introduzida no pais,na
metade dos anos 80, possui excelentes condigdes zootécnicas, tais como: rapido

crescimento, rusticidade e habilidade de converter dietas artificiais em excelentes



ganhos de peso. No final do século passado, essa espécie, praticamente, passou a ser
cultivada em 100% das fazendas brasileiras (MARTINS, 2003).

O camardo Litopenaeus vannamei ¢ nativo do oceano Pacifico oriental
distribuindo-se desde a provincia de Sonora (norte do México) até o Estado de Tumbes,
no Peru, normalmente em dguas com temperatura superiores a 20 °C (BENZIE, 2000).
A espécie tem preferéncia por habitats de fundo lamoso, podendo ser encontrada no
ambiente natural desde a regido do infra litoral, até profundidades de 72 m. Durante os
estagios iniciais de seu desenvolvimento o camardo L. vannamei habita regides com
aguas de caracteristicas oceanicas, refugiando-se para aguas litoraneas na medida em
que se desenvolve. Nas regides estuarinas ou costeiras estes animais vivem até o estagio
de juvenil quando retornam ao alto mar para se reproduzirem. No periodo reprodutivo,
as fémeas eliminam cerca de 100.000 a 500.000 ovécitos, que sdao fecundados
externamente pelos espermatozoides no momento da desova (BARBIERI ;OSTRESKY,
2002). Apds um periodo de 14 a 20 horas da desova, as larvas eclodem como natplios,
que possuem 5 subestagios (NI a NV), e passam posteriormente para os estigios de
zoéia (Z1 a ZIII) e misis (MI a MIII). A metamorfose se completa na passagem do
subestagio misis Il para pos-larva I, estdgio em que os animais j4 possuem todas as
caracteristicas basicas de um camarao adulto (VINATEIA, 2004).

Além de boa aceitagdo no mercado, a espécie possui grande capacidade de
adaptagdo as variadas condigdes de cultivo, apresentando altos rendimentos em elevadas
densidades, em 4guas hiper ou oligohalinas, suportando também ambientes com elevada
amplitude térmica entre 9 e 34° C (BARBIERI ; OSTRESKY, 2003).

Todas essas caracteristicas fizeram do L. vannamei a espécie de camarao mais
cultivada no mundo. Os principais paises produtores de camardes sdo China e Tailandia,

na Asia, e Equador, México e Brasil, nas Américas (FAO, 2011).

3.2 Doengas bacterianas de camariao marinho cultivado

A rapida expansdo da industria do camardo em poucas décadas tem
proporcionado a muitos paises altos rendimentos. O crescimento da industria
camaroeira ¢ simultaneo a ocorréncia de doencas virais ¢ bacterianas, como o virus da
mancha branca (WSV) e as vibrioses (SHEN et al., 2010). Isto frequentemente conduz a
perdas financeiras significantes para muitas fazendas de camardo (THAITHONGNUM
et al., 2006).



As doencas s@ao um dos principais fatores limitantes na carcinicultura e tém
causa do prejuizos ao redor do mundo. Como ocorre em outros animais, as doengas do
camarao resultam do desequilibrio entre o organismo, o ambiente € o patégeno. Quando
ocorrem mudancas bruscas no meio ambiente, o sistema de defesa do organismo fica
debilitado, devido ao gasto energético extra empregado na sua adaptagdo as novas
condig¢des; dessa forma, ele se torna mais vulneravel ao ataque de um patdégeno presente
no meio (LEAO, 2005 ¢ PEREIRA et al., 2007).

Romero et al. (2003) citaram que acompanhando a intensificacdo da produgao
aquiicola esta o desenvolvimento de problemas ecologicos e patologicos. Zanolo (2006),
por sua vez, referenciou a aqiiicultura como uma atividade que, semelhantemente as
outras (pecuaria, avicultura e suinocultura), esta susceptivel a doengas dos animais.

Um manejo sanitario eficiente € realizado se conhecendo e considerando a inter-
relacdo existente entre o hospedeiro, o ambiente e o patdogeno. Segundo Galli (2004),
qualquer alteragao no equilibrio a favor de algum deles pode determinar o aparecimento
de uma enfermidade, ou seja, variagdes ambientais podem afetar tanto o hospedeiro
quanto o patogeno.

Portanto, desequilibrios ambientais podem ocasionar variagdes na temperatura
da 4gua, pH, salinidade e na concentragdo de oxigé€nio. Essas condi¢des adversas
favorecem o crescimento de micro-organismos, tendo como, por exemplo, os vibrios.
Virios sdo os estudos que associam os vibrios as grandes perdas na carcinicultura
(LAVILLA-PITOGO et al., 1998; VIEIRA et al., 2000). Holmstromet al. (2003)
concluiram na sua pesquisa que 86% das fazendas de camardo analisadas tinham
problemas com vibrioses.

As vibrioses sdo classificadas como infec¢des secundérias e oportunistas,
atacando todos os estagios de vida do camardo (SAULNIER et al., 2000; LIU ; CHEN,
2004). Porém algumas espécies de vibrios também podem ser isoladas de camardes
peneideos saudaveis, o que ressalta ainda mais o fato de serem consideradas como
bactérias oportunistas (MENEZES, 2005). E isso ocorre porque, em condi¢des adversas,
0s micro-organismos, ditos oportunistas, tendem a se manifestar de forma
patogénica(HENNIG; ANDREATTA, 1998).

Na sua maioria das vezes problemas com vibriose ocorrem quando condi¢des de
estresse surgem no cultivo, tais como: queda de oxigénio; densidade de estocagem
excessiva; manuseio improprio do estoque; lesdes na cuticula dos camardes;

subalimentag¢do e altas concentra¢des de compostos nitrogenados no ambiente de cultivo



(DECAMP et al., 2008). O processo de infeccdo da vibriose pode ser cuticular, entérico
(intestinal) e sistémico (envolvendo varios orgdos). Quando localizada, apresentam
lesdes melanizadas na carapaga e/ou abscessos pontuais no hepatopancreas. O impacto
da vibriose ¢ varidvel, mas em alguns casos pode alcancar at¢ 70% da populagdo
cultivada. Na vibriose cronica, camardes mortos ou moribundos podem sofrer
canibalismo rapidamente contaminando outros individuos na populacao (NUNES;
MARTINS, 2002).

Além desses sinais clinicos, os camardes infectados por alguma espécie
patogena de Vibrio podem apresentar intestino semivazio, anorexia, inflamagdo de
alguns 6rgdos internos (6rgdo linféide, coragdo, hepatopancreas, etc). Pode-se também
observar, através de microscopia, um grande nimero de bactérias presentes em suas
hemolinfas durante uma septicemia (AGUIRREZGUZMAN,2004).Segundo Phuoc et
al. (2008), a ocorréncia de vibrioses além de provocar lesdes e mortalidades em
camardes, contribui fortemente para o aumento da susceptibilidade destes animais a
outras enfermidades.

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a detecgao de vibrios em amostras
de camardes, sedimentos e dgua de cultivo e incluem ferramentas de identificagdo
bioquimica (O’HARA et al., 2003), técnicas moleculares (GONZALEZ et al., 2004;
HERNANDEZ ; OLMOS, 2003) e anélises imunologicas (LONGYANT et al., 2008).
As andlises bacteriologicas permitem quantificar as unidades formadoras de coldnias
(UFC), bem como identificar. Nas andlises a frescose observa atrofia do
hepatopancreas, células com ntcleo hipertrofiado e coloragdo palida e por
histopatologia com coloracao por Hematoxilina e Eosina (H e E) se observa hipertrofia
dos tubulos, desprendimento celular, atrofia tubular, infiltracdo de hemdcitos e
forma¢ao de nddulos homociticos com presenca de colonias de bactérias (PANTOJA;
LIGTHNER, 2008).

Na maioria dos casos, as vibrioses em camardes podem ser caracterizadas pela
expansdo dos cromatoforos dos pledpodos, pereidpodos e urdpodos, opacidade
muscular,assim como pela presenca de listras negras nas regides laterais do cefalotorax.
Uma coloragdo amarelada das branquias e do cefalotérax pode também ser um
indicativo da ocorréncia desta enfermidade (SUDHEESH; XU, 2001; LONGYANT et
al., 2008)

As vibrioses possuem varias denominagdes em todo o mundo e algumas delas

sdo: enfermidade bacteriana, enterite séptica hemocitica, sindrome das bolitas,



septicemia bacteriana dos peneideos, vibrioses dos peneideos, vibriose luminescente,
enfermidade das patas rochas (AGUIRREZGUZMAN,2004). A enfermidade também &
conhecida como “Sindrome da gaivota”, foi causa de grandes perdas para a industria de
camardo no México, talvez por desconhecimento das técnicas de diagndstico, assim
como do tratamento adequado ao problema. As espécies mais comuns associadas a
essas enfermidades sdo V. parahaemolyticus, V. vulnificus,V. harveyie V. alginolyticus.
Apresentam-se ocasionalmente V. damsela, V. fluvialis e V.spendidusqueforam
identificados como agentes patogénicos graves para varios animais aquaticos cultivados
principalmente o camarao (JAYASREE et al., 2006).

Os membros pertencentes a familia Vibrionaceae possuem grande diversidade
bacteriana. Algumas espécies sdo de vida livre e outras sdo simbidticas. Possuem
grande importancia ecologica em todo o globo devido ao fato de serem encontradas em
varios nichos (NISHIGUCHI; NAIR, 2003).

O género Vibrio sdo habitantes da flora normal aquatica, apresentam-se como
bactérias curtas. As espécies que constituem o género Vibrio sdo anaerdbicas
facultativas, Gram-negativas, bastonetes curvos ou retos, medem entre 0,5a 0,8um de
diametro e 1,4 a 2,4pum de comprimento. A maioria das patogénicas ¢ mével, possuindo
flagelo unico e polar e fermentam glicose sem producdo de gas. Todos os vibrios
patogénicos produzem oxidase e reduzem nitrato, com excecdo da espécie V.
metschnikovii. Sao hal6fitos restritos, necessitando de sdédio para seu crescimento
(MURRAY et al.,1999). Os vibrides tém relacionamento proximo com as
Enterobacteriaceae e apresentam movimento rapido devido a um unico flagelo polar.
Todas as espécies de Vibrio sdo capazes de sobreviver e se multiplicar em aguas
contaminadas com elevada salinidade e temperatura variando de 10 a 30°C
(MANJUSHA et al., 2005; STROHL et al., 2004; MURRAY et al., 2004). O género
compreende cerca 83 espécies (DSMZ, 2008).

Panicker et al. (2004) afirmaram que dentre as varias espécies pertencentes ao
género Vibrio, autoctone de ambientes marinhos e estuarinos, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus e V. choleraesdo asprincipais causadoras de gastrenterite no homem,
e, em alguns casos, de septicemia. Entre as principais espécies do género que causam
prejuizos para a carciniculturaestdio o Vibrio harveyi, V. vulnificus, V.

parahaemolyticuse V. alginolyticus (GUIMARAES, 2008).

3.3Vibrio parahaemolyticus



V. parahaemolitycus pode ser encontrado em ambientes estuarinos € marinosem
todo o mundo. Algumas cepas de V. parahaemolitycus possuem o gene da Termostable
Direct Hemolysin (TDH). Outras possuem o gene da Termostable Related Hemolysin
(TRH) e ha as que possuem ambos. Embora os mecanismos de atuacdo destes genes
ainda ndo tenham sido bem esclarecidos, eles sdo correlacionados com o fator de
viruléncia da espécie (HARA-KUDO et al., 2003).

V. parahaemolyticus foi isolado pela primeira vez em 1951 no Japao,a partir de
um surto de gastrenterite ocasionado pela ingestdo de “shirasu”(sardinhas novas) nao
submetidas a coccdo. Atualmente, esse micro-organismo ¢ reconhecido como
importante patdogeno capaz de determinar manifestagdes gastrentéricas apds o consumo
de pescado e moluscos bivalves sem coccdo ou insuficientemente cozidos (DANIELS et
al., 2000; SOUSA et al.,2004).

O mecanismo exato de viruléncia dessa espécie de Vibrio ainda ndo estad
perfeitamente elucidado. Entretanto, quatro componentes hemoliticos sdo produzidos,
sendo dois destes: a Thermostable Direct Hemolysin (TDH) ¢ Termostable Related
Hemolysin (TRH) correlacionados com a viruléncia da espécie. As cepas TDH positivas
induzem a reacdo de beta hemolise nas hemécias humanas, fendmeno conhecido como
reagdo Kanagawa.Algumas cepas TDH negativas, mas TRH positivas tém sido
associadas acasos de gastrenterites (EC, 2001).

De acordo com Wong et al. (1999), a viruléncia das espécies de V.
parahaemolyticus esta associada com a produ¢do da enzima hemolitica TDH e sua
deteccao ¢ realizada pelo teste Kanagawa, portanto, as cepas que produzem esta enzima
sao denominadas Kanagawa positivas (KP).As cepas oriundas de ambientes marinhos,
em sua maioria, ndo sdo patogénicas e nao produzem TDH, sendo consideradas
Kanagawa negativas (KN). As cepas KP sdo frequentemente isoladas de amostras
clinicas, conseqiientemente, a producdo de TDH ¢ usada com freqiiéncia como
indicador de viruléncia (LAKE et al., 2003). Entretanto, essa associacdo nao ¢ mantida
em alguns casos, algumas cepas KN sao isoladas de casos clinicos e cepas KP isoladas

de amostras de ambiente.

3.4Vibrio vulnificus

A espécie V. vunificuspossui elevada similaridade fenotipica com

V.parahaemolyticus, diferenciando-se pela capacidade de fermentar lactose, o que



concorreu para inicialmente ser classificada como “vibrio lactosepositivo”. De acordo
com Elliot et al. (1995), as cepas de V.parahaemolyticus e V. vulnificus podem ser
diferenciadas por uma série de provas bioquimicas, incluindo a produ¢do da enzima -
galactosidase. Horréet al. (1996) afirmaram que, somente em 1979 a bactéria foi
denominada de V. vulnificus.

V. vulnificus ocorre naturalmente em aguas estuarinas e representa uma ameaga
significante para humanos imunodeprimidos. As infec¢des frequentemente evoluem
para septicemia, provocando morte de individuos suscetiveis. A ocorréncia de V.
vulnificus em 4agua e na fauna marinha ndo estd relacionada a indicadores
bacteriologicos de origem fecal, por essa razdo, a deteccdo e enumeracao dessa bactéria
no ambiente tem sido prioridade das agéncias responsaveis pela garantia sanitaria dos
produtos marinhos (HARWOOD et al., 2004).

De acordo com Husset al. (2004), V. vulnificus produz citotoxina extracelular e
uma bateria de enzimas hidroliticas, responsaveis pela rapida degradacdo do tecido
muscular durante a infecgdo. A presenca da capsula de polissacarideo ¢ essencial para
provocar o processo infeccioso. Trés diferentes biotipos de V. vulnificus ja foram
identificados. Aproximadamente 85% das cepas isoladas de amostras clinicas pertencem
ao bidtipo 1, enquanto o biotipo 2 provoca infecgdes em enguias. O bidtipo 3 foi
identificado recentemente e estd associado com bacteremia veiculada a alimentos de
origem marinha.

V. vulnificus esta também associado a doengas em camarao cultivado. Em 1995,
varios surtos ocorreram envolvendo a espécie em fazendas na Tailandia, nos

Litopenaeus monodon cultivados (AGUIRREZ-GUZMAN, 2004).

3.5 Probiotico

A comunidade microbiana de ambientes aquéticos € extremamente variavel
(MAYER,2011). Essa variagdo pode ser positiva, beneficiando os animais cultivados
com o aparecimento de espécies favoraveis a saide dos mesmos e a qualidade da agua e
do solo; ou negativa, com o surgimento de patdgenos oportunistas ou nao, causando
doencas e perdas para a aquicultura em consequéncia de manejos e condigdes
ambientais inadequados. Como prevencao e combate a esses fatores e em substitui¢ao
ao uso de antibidticos, vem crescendo autilizacdo de probiodticos tanto a nivel

experimental, quanto de produgdo nos sistemas de cultivo. Sendo assim, os probidticos



podem ser usados como agentes de biorremediacdo e biocontrole para melhorar a
producdo dos diversos organismos cultivados como peixes, moluscos, microalgas e
camardes, com destaque para o camardo marinho Litopenaeus vannamei, atualmente
uma das espécies mais cultivadas.

O tratamento com probidticos pode ser considerado como um método de
controle bioldgico, que provoca a limita¢do ou eliminagdo de pragas pela introducdo de
organismos competidores, como parasitas semelhantes ou patdgenos especificos
(GATESOUPE, 1999). Micro-organismos probioticos sdo frequentemente usados como
aditivos em alimentos para animais cultivados ou de estimagdo. Adicionadas ao
alimento do camarao, as bactérias probiodticas podem facilitar a digestdo das proteinas
constituintes, por causa das enzimas produzidas pelas bactérias que podem
complementar a atividade de proteases do camardo, aumentando a digestibilidade
alimentar. Além disso, as enzimas probidticas tém uma faixa de pH mais amplo que as
enzimas do camardo, o que poderia prolongar o tempo de digestio mesmo quando esta
no hospedeiro (OLMOS-SOTO, 2006).

O termo probidtico, que significa "para a vida," ¢ derivado do grego "pro" e
"bios"(GISMONDO et al., 1999). Esse termo foi utilizado pela primeira vez por Lilly e
Stillwell (1965) para descrever "substancias secretadas por um micro-organismo que
estimula o crescimento de outro”. Contudo foi em 2001, que um comité de agdo
conjunta da Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdao (FAO) e
Organizacdo Mundial da Saude (WHO) definiu probidtico como micro-organismos
vivos, que quando consumidos em quantidades adequadas, proporcionam um efeito
benéfico ao hospedeiro (FAO/WHO, 2001).

Na aquicultura, ao longo dos anos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
foram avaliadas como probioticas e conferiram prote¢do contra um importante nimero de
patdgenos. Os probidticos mais comuns utilizados para os organismos aquaticos sdo
compostos de Enterococcus spp., Bacillus spp., Bacillus subtilis, Lactobacillus spp. ,
Vibrio spp., Bifidobacterium spp. e Saccharomyces spp., os quais sd3o administrados como
alimentos vivos enriquecidos ou adicionados a dieta ( BARROS, 2012).

Entre os principais micro-oganismos com agao probiotica estudados para uso em
carcinicultura estdo as microalgas Tetraselmis suecica (MAEDA, 1999), a levedura
Saccharomyces cerevisiae (BERGER, 2000), bactérias Gram-positivas Bacillus S11,
Bacillus sp e Lactobacillus lactis AR21 (OCHOA-SOLANO e OLMOS-SOTO, 20006),

bactérias Gram-negativas  Photorhodobacterium spp. e Vibrio alginolyticus



(RENGPIPAT et al., 1998, 2000;IRIANTO e AUSTIN, 2002). Dentre estes tipos de
agentes, as bactérias do género Bacillus representam organismos de grande importancia
e amplamente utilizados como probioticos para diferentes fases de cultivo de peneideos
(MORIARTY, 1998; 1999; DECAMP ¢ MORIARTY, 2006).

O género Bacillus sao bactérias formadoras de esporos, constituem a maior parte
dos produtos probidticos e tem recebido atencdo de alguns pesquisadores (HONG et al.,
2005). Wang (2007) observou o efeito de Bacillus spp. sobre o crescimento € a
atividade de enzimas digestivas do camarao Penaeus vannamei, enquanto que Chu et
al., (2010) isolaram Bacillus spp., do intestino do peixe Carassius auratus gibelio, com
caracteristicas de degradar moléculas produzidas por patogenos.

Através de trabalhos realizados com Bacillus subtilis, Mohamed e Refat (2011)
observaram atividade antagonista produzida frente a Flavobacterium columnare em
tilapia (Oreochromisniloticus) e Powedchagun et al., (2011) constataram seu potencial
probidtico para camardo, por aumentar a sobrevivéncia, crescimento ¢ imunidade do
Penaeus monodon, com a vantagem de ser inofensivo para animais e seres humanos.

Outro grupo de potenciais probiodticos que tem sido bastante explorado ¢ o das
bactérias acido lacticas. O efeito probidtico do Lactococcu slactis foi estudado, tanto
como indutor da resposta humoral de peixe (BALCAZAR et al., 2007) como inibidor
de patdégenos incluindo, Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum (BALCAZAR et al., 2008) e Lactococcus garvieae
(SEQUEIROS et al., 2010).

A composi¢do natural da flora bacteriana intestinal de camardes marinhos pode
ser modificada pelo fornecimento de bactérias probidticas diretamente na alimentacao
(ZIAEINEJAD et. al., 2006). Ao utilizar B. subtilis UTM 126 no controle de Vibrio spp.
Balcazar et. al. (2007) observaram que o mecanismo de a¢do do probiotico pode ter sido
a exclusdo competitiva, pois detectaram ao final do estudo a presencga de B. subtilis no
hepatopancreas de juvenis de L. vannamei. Ke Li et al. (2007) ao administrar Bacillus
licheniformisa juvenis de L. vannamei encontraram uma quantidade significativamente
mais baixa de Vibrio spp. no trato intestinal desses animais.

Diversos mecanismos sdo sugeridos como modalidades da acdo desses efeitos
benéficos presentes nos probioticos. Estes organismos possuem capacidade de adesdo
no trato gastrointestinal de camardes, promovem a imunoestimulagdo nos hospedeiros,
possuem peptideos antimicrobianos que removem organismos hospedeiros através do

principio da exclusdo competitiva (antagonismo) e promovem melhoras na qualidade da



agua, principalmente pela decomposi¢do da matéria organica (GATESOUPE, 1991;
FULLER, 1992; WATSON et al., 2008).

Como promogao do uso de probidtico Rengpipat et al. (1998) observaram exclusdo
competitiva utilizando o Bacillus spp. adicionado a ragdo, obtendo melhores resultados de
ganho de peso e sobrevivéncia no cultivo de P. monodon. Villamil et al. (2003), utilizando
tratamento com bactérias probioticas, observaram que no cultivo de artémia, as cepas de
Lactobacillus brevise Lactobacillus casei eliminaram completamente o Vibrio alginolyticus
deste microcrustaceo, € que no entanto a eliminacao do Vibrio na dgua so6 foi possivel com o
uso de L. brevis. A utilizagdo de cepas de Pseudomonas 1-2 tem a propriedade de agir no
controle de Vibrio spp. em sistema de aqiiicultura, assim como biocontrole em laboratdrios
e fazendas de camardo (CHYTHANYA et al, 2002). Moriarty (1998) observou um aumento
na sobrevivéncia de camardes de d4gua doce em tanques onde algumas cepas de Bacillusspp.
foram introduzidas. Este tratamento diminuiu a propor¢ao do patogeno Vibrio spp. no
sedimento e, em menor extensao, na agua.

Ochoa Solano & Olmos-Soto (2006) isolaram cepas de Bacillus spp. e verificaram um
potencial aplicagdo tanto para fermentagdo de alimento como para aumentar a digestibilidade do
camardo. Gomez-Gil et al. (2002) obtiveram melhores resultados de crescimento nos
estagios de misis e zoea de camardes peneideos quando foram alimentados com a microalga
Chaetocero muelleri e bactérias probioticas. Montero-Rocha (2006) encontrou efeitos
positivos no sistema imunologico e fisiologico do L. vannamei quando alimentado com
probidtico.

Segundo Callawayet al. (2008), dentro do hospedeiro, a acdo antagonista ou
exclusdo competitiva das bactérias probioticas frente aos patdgenos pode ser através da
producao de compostos com atividade antimicrobiana; competicdo por nutrientes ou
pelos mesmos sitios de adesdo; através da alteracdo do metabolismo do patogeno,
aumentando ou diminuindo a atividade enzimatica; ou pelo estimulo da imunidade do
hospedeiro, aumentando os seus niveis de anticorpos e atividade de macrofago.
Balcéazar (2006) ainda reforcou o uso do probidtico na aquicultura, observando como
beneficio a melhoria na qualidade de agua .

O processo de exclusdo competitiva ocorre através da produ¢do de compostos
inibitérios que sdo antagbnicos em relagdo aos agentes patogénicos ou competindo por
nutrientes, o que impede o crescimento desses patogenos. O antagonismo bacteriano ¢
um fendmeno comum na natureza e, portanto, interacdes microbianas desempenham um
papel importante no equilibrio entre os micro-organismos benéficos e potencialmente

patogénicos (BALCAZAR et al., 2008, GATESOUPE 2008., TINH et al., 2008). Nesse



contexto, através do uso de bactérias probidticas a composi¢do da comunidade
microbiana pode ser alterada, o que possibilita a proliferagdo de bactérias benéficas e
uma reducao de patégenos oportunistas.

Em diversos estudos foi constatado que bactérias do género Bacillus secretam
diversas exoenzimas, como proteases, carboidrases e lipases, sendo essas muito
eficientes na quebra de uma grande variedade de proteinas, carboidratos e lipidios em
unidades menores. Esse processo pode contribuir para melhorar a digestdo e aumentar a
absor¢ao dos alimentos, que por sua vez, poderia melhorar o crescimento dos camardes
(MORIARTY, 1996, 1998; ARELLANO e OLMOS, 2002; OCHOA ¢ OLMOS, 2006;
NINAWE e SELVIN, 2009). Além disso, a microbiota pode servir como uma fonte
suplementar de alimentos e sua atividade no trato digestivo pode ser uma fonte de
vitaminas ou aminodcidos essenciais(DALL e MORIARTY, 1983).

Tsenget et al. (2009) observaram, com a administragdo de probiodticos, um
incremento da atividade da fagocitose e um aumento na resisténcia dos camardes contra
infecgdes bacterianas. Zhou et al. (2009) e Liu et al. (2010) encontraram um aumento
da atividade digestiva e absor¢do do alimento em camardes tratados com probioticos,
resultando em um significativo aumento na sobrevivéncia, em virtude de uma possivel
melhora do estado nutricional dos animais.

Embora estudos relacionados ao género Vibrio spp. sejam, na maioria das vezes,
associados as espécies responsaveis por enfermidades dos animais cultivados,
Thompson et al. (2010) avaliaram a acdo do Vibrio gazogenessobre espécies
patogénicas, observando seu potencial probidtico no controle de infecgdes bacterianas
em Litopenaeus vannamei € concluiram que o V. gazogenespode melhorar a saude e o
bem-estar de camardes sob condi¢des de cultivo.

Na escolha dos probiodticos, a capacidade de adesdo e consequente colonizacao
das bactérias no trato gastrintestinal e a habilidade em inibir ou reduzir a colonizacao de
vibrionaceas ¢ uma importante propriedade (CHABRILLON et al .2005).

Segundo Sugita et al. (2002) e Vine et al. (2004), ¢ essencial conhecer a origem
bacteriana, sendo preferivel o uso de linhagens isoladas do préprio hospedeiro, por
apresentarem maior seguranc¢a (ndo patogénica) e habilidade em sobreviver no trato
gastrintestinal (resisténcia a sais biliares, baixos pH e proteases). Com isso, ¢ sugerido
que cepas bacterianas isoladas do intestino de camardo da propria espécie possuam
otimo potencial para ser utilizado como probiotico, devido a atividade antimicrobiana,

podendo prevenir infecgdes e enfermidades em aquicultura, além de apresentar



adaptabilidade muito maior as condi¢des intestinais e as condi¢des de origem (SUGITA
et al., 2002 e RAMIREZ et al.,2005).

De acordo com Decamp e Moriarty (2006), probiodticos tém proporcionado um
incremento na producdo de camardo similar aquele encontrado quando substancias
antimicrobianas sao utilizadas. Varios beneficios tém sido relatados para utilizacao de
bactérias probidticas em sistemas de aquicultura, como a criagdo de um ambiente hostil
para patogenos pela produgdo de compostos inibitorios (bacteriocinas, lisozimas,
proteases e peroxido de hidrogénio) e competi¢do por nutrientes e locais de adesdo;
fornecimento de nutrientes essenciais € enzimas que resultam em uma melhor nutri¢ao
dos animais cultivados, conversdo do material organico dissolvido na dgua de cultivo e
melhora da resposta imune (GATESOUPE, 1999; GOMEZ-GIL et al., 2000; IRIANTO
e AUSTIN, 2002; BALCAZAR et al., 2006; VOGELEY, 2011). Contudo ainda sao
recentes e escassas as pesquisas das bactérias probiodticas na carcinicultura necessitando

de maiores estudos a respeito do tema.
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Resumo: O uso de profilaticos ndo convencionais, como os probioticos, foi a alternativa
encontrada para industria camaroeira, com o intuito de se evitar grandes perdas,
econdmicas € ambientais, causadas pelas doencas nos animais cultivados. Nesse
sentido, foram isoladas, testadas in vitro e identificadas bactérias com potencial
probiotico provenientes do intestino de camardo marinho cultivado, em dois periodos do
ano, estio e chuvoso. Foram coletados 90 animais, sendo 50 na €poca chuvosa e 40 na
de estio, durante o periodo de abril de 2011 a fevereiro de 2012. Foram obtidos 31
isolados bacterianos testados in vitro frente as duas espécies patogénicas, Vibrio
parahaemolyticus (ATCC 17802) e Vibrio vulnificus (ATCC 27562). Oito isolados
(28,81%) apresentaram atividade antibacteriana a pelo menos um patégeno. Nao houve
diferenca significativa (P>0,05) na propor¢ao de isolados potenciais probidticos obtidos
nas distintas épocas do ano, chuvosa e seca. Os isolados que apresentaram os melhores

resultados no teste de antagonismo in vitro foram identificados como Lactobacillus



paracasei, Bacillus cereus, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus crispatus e
Lactobacillus brevis. O maior halo de inibicdo observado no teste de antagonismo foi
produzido por Lactobacillus crispatus frente ao V. vulnificus. Sugere-se a realizacdo de
testes de antagonismo in vivo para que seja comprovada a efetividade das bactérias

como probidticas para camardao marinho.

Termos para indexagdo: Bactérias probiodticos, Litopenaeus vannamei, teste de

antagonismo, estagao do ano.
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Abstract: The use of probiotics as a prophylactic unconventional was a solution found
by the shrimp industry aiming avoid major losses, economic and environmental, caused
by diseases in crops. In this regard were isolated, tested in vitro and identified with
bacteria probiotic potential from the intestines of marine shrimp grown in two seasons,
summer and rainy. Has been collected 90 animals, 50 in the rainy season and 40 in the
summer period from April2011 to February 2012. Obtained 3 1bacterial isolates were
tested in vitro against dual-known pathogenic species, Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802) and Vibrio vulnificus (ATCC 27562). Eight isolates (28.81%) showed

antibacterial activity to at least one pathogen. There was no significant difference (P>



0.05) in the proportion of isolates potential probiotics obtained in different seasons,
rainy and dry. Isolates that showed the best results in the test of antagonism in vitro
were identified as Lactobacillus paracasei, Bacillus cereus, Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lactobacillus crispatus and Lactobacillus brevis. The largest zone of inhibition
observed in the antagonism test was produced by Lactobacillus crispatus opposite
Vovulnificus. It is suggested the testing of antagonism in vivo to be proven the

effectiveness of probiotic bacteria as for marine shrimp.

Index Terms: Probiotics bacterias, Litopenaeus vannamei, antagonismo test, season.

Introducio

O wuso de bactérias probidticas, para inibir patdégenos pela liberagdo de
substancias antimicrobianas, vem ganhando importancia em fazendas de camardo como
uma alternativa mais eficaz que administracdo de antibidticos no gerenciamento da
saude dos camardes (Dantas, 2008). Probioticos sdo compostos a base de micro-
organismos vivos, que atuam por meio de uma série de mecanismos para controlar
patdgenos presentes nos cultivos de organismos aquaticos (Balcazar et al. 2006), que
poderiam ainda ser utilizadas para melhorar a qualidade da dgua dos cultivos, assim
como intensificador da resposta imune e melhorar a nutri¢do (Verschuere et al. 2000;
Sugita et al. 2011; Rengpipat et al. 2000).

Na carcinicultura, as doengas bacterianas, geralmente consideradas como
problema secundario, sdo as grandes causas de perdas econdmicas do setor € como meio
de inibir ou controlar essas infec¢des faz-se uso de antimicrobianos. No entanto, o uso
indiscriminado de antimicrobianos pode acarretar naturalmente resisténcia bacteriana,
possibilitar transferéncia dos genes de resisténcia a outras bactérias que nunca foram
expostas aos antibioticos, tornando cada vez mais dificil de serem controladas e
erradicadas, além da persisténcia do antibidtico residual no produto final.

Neste contexto, a industria da carcinicultura tem o interesse de substituir as
drogas antimicrobianas por profilaticos alternativos e a utilizacdo de compostos a base
de micro-organismos vivos tem sido adotada como pratica sustentavel, minimizando a
utiliza¢do de produtos quimicos e promovendo a sanidade dos animais cultivados.

Dentre as diversas espécies de camardo cultivado, destaca-se o Litopenaeus

vannamei, sendo bastante utilizado em todo o mundo por sua alta capacidade de



adaptacao em diferentes condigdes ambientais. L. vannamei consegue sobreviver a
amplas variagdes de salinidade (Palacios e Racotta 2007; Maicd et al. 2011),
temperatura (Wyban et al. 1995; Ponce-Palafox et al. 1997) e densidade de estocagem
(Mcneil 2000; Neal et al. 2010) sendo considerado um animal rastico com bom ganho
de peso e conversao alimentar (Wasielesky Jr. et al. 2006; Mishra et al. 2008).

Para a selecdo de bactérias com potencial probiodtico, frequentemente sao
utilizadas testes de antagonismo in vitro. O antagonismo ¢ baseado na produgdo de
compostos inibitorios ou na competicdo por nutrientes dos potenciais probioticos
quando confrontados com micro-organismos patogénicos (Aly et al., 2008; Sorroza et
al., 2012; Barros., 2012).

O efeito destas bactérias probidticas na redu¢do da mortalidade do camardo
contra infec¢des causadas por Vibrio foi descrito em recentes estudos (Vaseeharan e
Ramasamy, 2003; Balcazar et al., 2007; Das et al., 2010). Balcézar et al. (2006) citaram
que as bactérias probidticas podem reduzir ou eliminar a incidéncia de micro-
organismos patogénicos no intestino. Contudo, a a¢do das bactérias potencialmente
probidticas frente aos micro-organismos patogénicos ainda necessitam de mais
pesquisas.

Com isso, o estudo foi realizado com o objetivo de contribuir para o
desenvolvimento sustentavel do cultivo do camardo marinho, a partir do conhecimento
e uso de bactérias com potencial probidtico isoladas do intestino do Litopenaeus

vannamei.

Material e métodos
Local, coleta e amostras

Os animais foram coletados em uma fazenda situada no litoral norte do estado de
Pernambuco (PE/Brasil), em dois periodos do ano, caracterizado como chuvoso em
virtude do alto nivel pluviométrico que ocorre nos meses de margo a agosto e o de
estiagem, com baixo nivel pluviométrico, correspondente aos meses de setembro a
fevereiro.

Foram realizadas nove coletas do camardo marinho Litopenaeus vannamei,
sendo cinco no periodo chuvoso e quatro no de estio. Cada amostra foi constituida de 10

animais, tendo sido coletado 50 no periodo chuvoso e 40 no estio, totalizando 90



animais amostrados. Diante da possibilidade de se isolar diferentes micro-organismos
de acordo com a faixa etaria e/ou tamanho, os animais analisados estavam 35, 70, 90,
115 e 135 dias de cultivo.

Todos os animais foram transportados vivos, com aeragdo constante até o
momento da realizagdo dos procedimentos iniciais, exame clinico, biometria e coleta do
material para as andlises (trato intestinal). Os animais se apresentavam aparentemente
sadios e ndo havia sido administrado probiotico.

Todas as analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Sanidade
de Animais Aquaticos (LASAq) da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE (Recife, PE, Brasil).

Isolamento e estocagem das bactérias do intestino

De cada animal foi retirado uma porcao do intestino em condic¢des assépticas. O
orgdo foi macerado e adicionado ao Caldo Triptona de Soja (TSB) com o objetivo de
possibilitar melhor recuperacdo da microbiota presente no 6rgdo, sendo em seguida
incubado por 24 horas em estufa a 35-37°C.

A partir das culturas em TSB foram realizadas estrias em placas contendo meio
de cultivo seletivo 4gar Man Rogosa-Sharpe (MRS) e meio ndo seletivo Plate Count Agar
(PCA), para ampliar a possibilidade de isolamento de bactérias potenciais probioticas,
incubadas a 36°C por 24h.

Apo6s o desenvolvimento das bactérias, os diferentes morfotipos (de acordo com
coloracdo, tipo de crescimento, formato da borda, tamanho e textura da colonia) foram
selecionados e isolados do meio MRS e PCA para o estoque Tripticase soy adgar (TSA)
sem sal e PCA, respectivamente. Apds coloracdo de Gram e andlise microscopica,
procedeu-se a purificacdo da coldnia, as quais foram armazenadas em criotubo a -80°C,

para posteriores testes in vitro (Roselet, 2008).
Testes de antagonismo in vitro

As bactérias isoladas foram confrontadas com duas espécies patogénicas para
camarao, Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) e Vibrio vulnificus (ATCC 27562). O
teste de antagonismo se efetuou por meio do método “bloco de gelose”, descrito por Stern
et al. (2000).

De cada isolado foi realizada uma suspensao, referente a escala de MacFarland

0.5, em solugdo salina 0,85% (NCCLS, 2003). A suspensao foi semeada na superficie



do agar MRS ou PCA, de acordo com sua derivacao, o qual foi incubado por 24 h a
36°C. Discos do agar MRS e PCA (6 mm de didmetro), impregnado pela bactéria
testada, foram assepticamente retirados e colocados invertidos na superficie de agar
Mueller-Hinton recém semeado com o patogeno. As placas contendo V
parahaemolyticus foram incubadas por 24 a 48 horas a 36°C e os com o V. vulnificus
incubada a 28°C.

As placas que apresentavam zonas claras ao redor dos discos de agar serviam para
indicar atividade antibacteriana. Os didmetros dos halos foram mensurados (mm) com o
auxilio de paquimetro, subtraindo-se o diametro dos discos de agar. Todos os testes foram
realizados em triplicata com controle negativo dos meios MRS e PCA.

As Dbactérias com atividade antimicrobiana foram identificadas por testes
bioquimicos, utilizando-se kits do sistema API, APISOCHB/E e APISOCHL

(BioM¢érieux, Franga).
Analises estatisticas

Para averiguar se houve diferenga na propor¢cdo de isolados com potencial
probidtico nas distintas épocas do ano (estiagem e chuvosa) foi realizado o teste de
propor¢ao (P>0,05). Para verificar se houve diferenga da agdo dos potenciais
probiodticos (tamanho dos halos de inibi¢do), realizou-se teste de Levene seguida pela
analise de variancia (ANOVA), por serem ndo pareados e Tukey (P>0,05). Todos os

calculos foram realizados utilizando o programa computacional SysEapro (V.2).
Resultados e discussao

De um total de 72 isolados bacterianos obtido do intestino de 90 camardes
marinho cultivados, com diferentes dias de cultivo, nas estacdes chuvosa e de estio, 31
foram selecionados, através de Gram, levando-se em consideragdo a morfologia e a
coloragao (bacilos, coco bacilos e cocos Gram +). De acordo com pesquisas recentes, as
bactérias dos géneros Lactococcus spp., Lactobacillus spp. e Bacillus spp. estdo entre os
grupos de probidticos mais indicados para aquicultura ( Ring@ et al. 2010; Sequeiros et
al. 2010; Balcazar et al. 2008; Michel et al. 2007).

Inicialmente, todos os camardes foram examinados para averiguacdo de saude
aparente, sendo o isolamento bacteriano obtido somente dos animais que ndo

apresentaram alteragdes e ainda com informagdes de que ndo tinham recebido



medicamentos e/ou probiodtico. As amostras ainda foram submetidas a biometria, peso e
comprimento.

Dos 31 isolados bacterianos confrontados contra dois patdégenos no teste de
antagonismo, 14 (45,2%) isolados foram obtidos no periodo chuvoso e 17 (54,8%) no
de estio, oito (26%), do total de isolados, apresentou atividade antimicrobiana a pelo
menos um dos dois patdogenos testados, sendo cinco (62,5%) do periodo chuvoso e trés
(37,5%) do estio. Nao foi observada diferenca significativa (P>0,05) na proporcao de
isolados com potencial probidtico obtidos nas distintas épocas do ano.

Todos os isolados conferiram atividade antimicrobiana pela presenga de halo
significativo no teste de antagonismo contra o V. vulnificus e seis (75%) a ambos os
patogenos, V. vulnificus e V. parahaemolyticus. Os isolados que apresentaram os melhores
resultados no teste de antagonismo, por produzirem maiores halos ou por inibirem todos os
patogenos testados, foram identificados como Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis subsp. lactis e Bacillus cereus (Tabela
1).

Os isolados obtidos no periodo chuvoso apresentaram melhores desempenhos nos
testes de antagonismo. Porém, ndo se pode afirmar que esse resultado se deva a influéncia
da época do ano, ja que nas duas estagdes pesquisadas os animais apresentavam-se
aparentemente sadios e alimentados, sem variagdo no peso € comprimento, e
principalmente, sem diferenca significativa (P>0,05) entre as médias dos didmetros dos
halos de inibig¢do produzidos dos isolados.

O isolado de nimero 1, identificado como, Lactobacillus crispatus, foi a bactéria
que apresentou o maior halo de inibi¢do frente ao V. vulnificus (21,40 + 0,57), ndo tendo
desenvolvido halo de inibi¢do para o V. parahaemolyticus. Esta atividade frente ao V.
vulnificus ¢ importante, uma vez que Cornélio (2009) relatou que esse micro-organismo
¢ uma das bactérias acido-laticas do género Lactobacillus com potencial probiotico para
aquicultura.

Os isolados de numeros 3, 5 ¢ 8 foram identificados como a mesma bactéria
Lactobacillus brevis, espécie que apresentou halo de inibicao significativo para os dois
patogenos testados, com exceg¢do do isolado 3 que produziu halo apenas para o
V.vulnificus. Em estudo com peixes, Jatobd et al. (2008) observaram a reducao na
contagem de Vibrio spp e a agdo potencialmente probidtica do L. brevis, apds os
animais terem sido alimentados com racdo suplementada com a cepa dessa bactéria

acido-lactica. Os animais também foram submetidos a testes comparativos de agdo



probiotica das bactérias e dos antibidticos, verificaram semelhanga da inibi¢do causada
por L. brevis com a da eritromicina. Li et al. (2007) também observaram efeito
inibitério de bactérias probidticas Lactobacillus spp. semelhante ao antibidtico
clorafenicol.

Villamil et al. (2003) utilizando tratamento com bactérias probidticas,
observaram que no cultivo de artémia, as cepas de Lactobacillus brevis e Lactobacillus
casei eliminaram completamente o Vibrio alginolyticus deste microcrustaceo.
Entretanto, a eliminag¢ao do Vibrio na agua so6 foi possivel com o uso de L. brevis.

O Lactobacillus paracasei, o isolado de nimero 24, apresentou inibicao aos dois
patogenos testados. Balcazar et al. (2006) ja haviam incluido o L. paracasei em uma
lista das bactérias com potencial probidtico para aqiiicultura. Em um estudo com aves, o
L. paracasei quando adicionado a dieta dos animais apresentou atividade inibitéria em
relacdo a Salmonella Enteritidis (Carli, 2006).

Pozza et al. (2010) utilizando simbidtico combinado com cepa de probidtico de
L. paracasei, observaram que houve diminui¢do na contagem de coliformes no ileo e
colon em leitdes com 35 a 60 dias.

O isolado de numero 14 foi identificado como Lactococcus lactis ssp. lactis,
conferiu atividade antimicrobiana aos dois patogenos testados. Em pesquisas recentes
alguns autores citaram a acdo antagonista do Lactococcus lactis ssp lactis frente a bactéria
V. anguillarum (Villamil et. al., 2002; Balcazar et al., 2007a) e a V. parahaemolyticus
(Balcazar et al., 2007b). O Lactococcus lactis ssp lactis também apresentou capacidade de
modificar a microbiota intestinal do Oncorhynchus mykiss e Salmo trutta, estimulando a
resposta imune desses animais (Balcazar et al., 2007c).

Cepas probidticas de Lactobacillus spp. isoladas e selecionadas do intestino de
camaroes Litopenaeus vannamei, mostraram ter qualidade probidtica para serem aplicados a
animais cultivados, por apresentarem boa capacidade de inibi¢do de patdgenos, agindo
como imuno estimuladores quando desafiados com Vibrio alginolyticus (Ramiréz, 2005).

Os isolados de niimero 25 e niimero 28 foram identificados como Bacillus cereus,
este no teste de antagonismo conseguiu inibir os dois patégenos testados. Franco (2009) ja
havia isolado no intestino de camardo Litopenaeus vannamei o B. cereus ¢ esses achados
corroboram com os de Gomez-Gil et al.(2000), que apontaram para o potencial uso
deste micro-organismo como probiotico.

Ravi et al. (2007) também revelaram que Bacillus cereus sdo eficientes na

inibicdo de patdogenos em larvas de camardes, como Vibrio spp. e Vibrio harveyi,



ambos in vitro e in vivo. Apesar dos bacilos ndo serem considerados bactérias
autdctones, fato que poderia tornar invidvel sua utilizagdo como probidtico, muitos
apresentam um ciclo de vida duplo, que envolve germinacdo de esporos, proliferacdo e
re-esporulagdo sob condigdes adversas, o que lhes permite crescer e sobreviver no meio
ambiente e no intestino de animais, sendo este ciclo a base do seu efeito probidtico
(Hong et al., 2005). Nao foram encontrados relatos que descrevam B. cereus como

patogénico para camardes Litopenaeus vannamei.

Conclusao

Foram selecionados 31 isolados bacterianos Gram positivo, sendo que apenas 8
apresentaram atividade antimicrobiana aos dois patégenos testados in vitro.. Os isolados
identificados apresentaram atividade inibitoria a pelo menos um dos dois patdégenos.
Algumas espécies com potencial probidtico identificadas nesse estudo ja haviam sido
isoladas em outras pesquisas recentes com camardo. O uso de probidticos isolados do
proprio animal pode representar maior seguranga para o organismo e ambiente. Ainda
sao restritas as pesquisas, especificas, com probidticos e sua utilizagdo em cultivos de L.
vannamei. Sugere-se a realizacdo de testes de antagonismo in vivo, para confirmagdo da
atividade antimicrobiana das bactérias isoladas do intestino do camardao marinho e com isso,

possibilitar o uso efetivo de alternativas profilaticas para a manuten¢ao da satde animal.
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Tabela 1 - Diametros médios (£IC) dos halos de inibi¢ao produzidos por isolados

Potenciais probioticos Diametros médios dos halos de inibigao (mm)
Isol." Identificacao vp? vv®
1 Lactobacillus crispatus 0,00 21,40 +0,57°¢
3 Lactobacillus brevis 5,72 +£3,20"° 6,96 + 1,63
14 Lactococcus lactis 6,00 + 1,924 9,27 +0,34"°
24 Lactobacillus paracasei 5,33 £ 1,70Ab 9,40 + 0,79Bb
25 Bacillus cereus 7,73 +3,12%¢ 6,43 + 2,08
28 Bacillus cereus 7,42 +£3.014¢ 6,24 +1,96

IC = Intervalo de confianga;"Isolados; W Vibrio parahaemolyticus; @ Vibrio vulnificus.
Letras minasculas diferentes na mesma coluna diferem significamente (p < 0,05) os
diametros dos halos entre bactérias potenciais probioticas; letras maiusculas diferentes
na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05) os diametros dos halos entre as

bactérias patogénicas.



6. ANEXO (Normas para publicacdo na Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira)

INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE TRABALHOS NA REVISTA PAB

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e nao podem ter sido encaminhados a
outro periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais
de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

A Comissdo Editorial faz andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como: escopo; apresentacao do artigo
segundo as normas da revista; formulacdo do objetivo de forma clara; clareza da
redacdo; fundamentacdo tedrica; atualizacdo da revisdo da literatura; coeréncia e
precisdo da metodologia; resultados com contribuig@o significativa; discussao dos fatos
observados frente aos descritos na literatura; qualidade das tabelas e figuras;
originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicacdo desses critérios, se o
numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicagdo, ¢
aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja
contribuicdo para o avan¢o do conhecimento cientifico ¢ considerada mais significativa.
Esse critério so € aplicado aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para
publicagdo na revista, mas que, em razdo do elevado numero, ndo podem ser todos
aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os
demais sdo submetidos a analise de assessores cientificos, especialistas da area técnica
do artigo.

Sao considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisdo, este tltimo a convite do Editor. Os trabalhos
publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sdo: Entomologia,
Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia,
Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

O texto deve ser digitado no editor de texto Word, em espaco duplo, fonte Times New
Roman, corpo 12, folha formato A4, margens de 2,5 cm, com paginas e linhas
numeradas.

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecudria Brasileira (PAB) ¢ uma publicagdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués,

espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas de interesse agropecudrio. A principal



forma de contribuicdo ¢ o Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e
Revisdes a convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacao do artigo
segundo as normas da revista, formulagdo do objetivo de forma clara, clareza da
redagdo, fundamentacdo teorica, atualizacdo da revisdo da literatura, coeréncia e
precisdo da metodologia, resultados com contribuicdo significativa, discussao dos fatos
observados em relagdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras,
originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicacdo desses critérios, se o
numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicagdo, ¢
aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja
contribuicdo para o avan¢o do conhecimento cientifico ¢ considerada mais significativa.
Esse critério ¢ aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade
para publicagdo na revista, mas que, em razao do elevado niimero, ndo podem ser todos
aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os
demais sao submetidos a analise de assessores cientificos, especialistas da area técnica
do artigo.

Forma e preparacio de manuscritos

- Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e figuras
— publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgagao técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periddico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250
palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

- Sdo considerados, para publicagdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisdo, este ultimo a convite do Editor. - Os trabalhos
publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sdo: Entomologia,
Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia,
Nutri¢ao Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas
e linhas numeradas.

Informacgoes necessarias na submissiao on-line de trabalhos



No passo 1 da submissdo (Inicio), em "comentarios ao editor", informar a relevancia e o
aspecto inédito do trabalho.

No passo 2 da submissdo (Inclusdo de metadados), em "resumo da biografia" de cada
autor, informar a formagdo e o grau académico. Clicar em "incluir autor" para inserir
todos os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 2, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexagdo (keywords) do
trabalho nos respectivos campos do sistema. Depois, ir a parte superior da tela, no
campo "Idioma do formulario", e selecionar "English". Descer a tela (clicar na barra de
rolagem) e copiar e colar o "title", "abstract" e os "index terms" nos campos
correspondentes. (Para dar continuidade ao processo de submissdo, € necessario que
tanto o titulo, o resumo e os termos para indexagdo quanto o title, o abstract e os index
terms do manuscrito tenham sido fornecidos.)

No passo 3 da submissdo (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho completo
em arquivo Microsoft Word 1997 a 2003.

No passo 4 da submissdo (Transferéncia de documentos suplementares), carregar, no
sistema on-line da revista PAB, um arquivo Word com todas as cartas (mensagens) de
concordancia dos coautores coladas conforme as explicagdes abaixo:

Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordancia com o seguinte
conteudo: "Eu, ..., concordo com o conteido do trabalho intitulado "....." e com a
submissao para a publicagdo na revista PAB.

Como fazer: Pega ao coautor que lhe envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o
para o seu proprio e-mail (assim gerara os dados da mensagem original: assunto, data,
de e para), marque todo o email e copie e depois cole no arquivo word. Assim, teremos
todas as cartas de concordancias dos co-autores num mesmo arquivo. Organizaciao do
Artigo Cientifico

- A ordenagdo do artigo deve ser feita da seguinte forma: - Artigos em portugués -
Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumo, Termos para indexacao,
titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introdu¢do, Material e Métodos, Resultados e
Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras. - Artigos em
inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Abstract, Index terms,
titulo em  portugués, Resumo, Termos para indexacdo, Introduction,
MaterialsandMethods,  ResultsandDiscussion,  Conclusions, Acknowledgements,

References, tables, figures.



- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccion,
Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos,
Referencias, cuadros e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexa¢ao devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no
caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustragdes
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteudo e o objetivo do trabalho e ter no méximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjungoes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito. - Deve ser
iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como "efeito" ou "influéncia". - Nao
deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacgdo do artigo por indices desenvolvidos
por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maitscula, por extenso, separados por
virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjuncao "e", "y" ou "and", no caso de
artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente. - O Gltimo sobrenome de
cada autor deve ser seguido de um numero em algarismo arabico, em forma de
expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do autor.

Endereco dos autores

- S3o apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal
completos da institui¢do e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo nimero em
algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente. - Devem ser agrupados pelo
endereco da instituicdo. - Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicao
devem ser separados por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na

margem esquerda, e separado do texto por travessao.



- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposigdes, conjungdes €
artigos. - Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os
métodos, os resultados e a conclusdo.

- Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexacio

- A expressao Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mintscula. - Devem
ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir duas
ou mais palavras.

- Nao devem conter palavras que componham o titulo. - Devem conter o nome
cientifico (s6 o nome binario) da espécie estudada. - Devem, preferencialmente, ser
termos contidos no AGROVOC: MultilingualAgricultural Thesaurus ou no Indice de
Assuntos da base SciELO .

Introducio

- A palavra Introdugdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a
letra inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumo.

Material e Métodos

- A expressao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mintsculas, exceto as letras iniciais.
- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica. - Deve apresentar a
descri¢do do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os tratamentos, o
numero de repeti¢des e o tamanho da unidade experimental. - Deve conter a descri¢do
detalhada dos tratamentos e varidveis.

- Deve-se evitar o uso de abreviacdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa

repetir o experimento.



- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descrigdes de técnicas de uso
corrente. - Deve conter informagao sobre os métodos estatisticos ¢ as transformagodes de
dados. - Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafd-los em negrito,
com letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.
Resultados e Discussiao

- A expressao Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial. - Todos os dados apresentados em tabelas ou
figuras devem ser discutidos. - As tabelas e figuras sao citadas seqiiencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relag@o aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.

- Dados nao apresentados ndo podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmacgdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragdo do
texto em questdo; se as demais sentencas do pardgrafo referirem-se & mesma tabela ou
figura, ndo € necessaria nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusoes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentérios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- Nao podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas € no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou

institui¢cdes). - Devem conter o motivo do agradecimento.



Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser
dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periodicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacdes
descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por
ponto-e-virgula, sem numeragao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de cita¢ao de citacao.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos: - Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)
AHRENS, S. A fauna silvestre e o manejo sustentdvel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de perioddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.. HUNGRIA, M. Identificagdo de QTL
associados a simbiose entre Bradyrhizobiumjaponicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, DM.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegocio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia:
Embrapa Informagao Tecnologica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e
Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de produgdo, 6). -

Teses



HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacio de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas. - Fontes eletronicas
EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Qeste: relatoério do ano de
2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecudaria
Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006. Citac¢des - Nao sdo
aceitas citagcdes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou qualquer
outra fonte, cujos dados nao tenham sido publicados.

- A autocitagdo deve ser evitada.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptagdes
descritas a seguir.

- Redacao das citagdes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitscula, seguido de
virgula e ano de publicacao.

- Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiutscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra maiuscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de
publicacdo. - Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer & ordem cronologica e em
seguida a ordem alfabética dos autores.

- Citagdao de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes nao devem ser
repetidos; colocar os anos de publicagdo separados por virgula.

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original,
seguido da expressao "citado por" e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretagcao; no caso de
uso de citagdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias. - Redacdo das citagdes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagdes
anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.
Foérmulas, expressoes e equagdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado

da fonte Times New Roman.



- Nao devem apresentar letras em itdlico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas - As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sao: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve
ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e
das variaveis dependentes.

- No cabegalho, os nomes das varidveis que representam o conteudo de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional
de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo. - Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no
corpo da tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma
nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparacao de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna
ou na linha, a direita do dado, letras mintsculas ou maiasculas, com a indicagdo em
nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-
los ainda na base da tabela, para separar o conteudo dos elementos complementares.
Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecgalho e do corpo; ndo usar
fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela;
ndo fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do
menu Formatar Pardgrafo. - Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem
constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informagdes de carater especifico sobre partes da tabela, para

conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre



parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabegalho, no corpo ou na
coluna indicadora. S3o apresentadas de forma continua, sem mudanga de linha,
separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma
de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo
a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras - Sao consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para
ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentacao dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo ardbico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designacdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maitsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as
fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias ¢ obrigatorio, como também € obrigatorio o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido agdo criativa em sua
elaboragdo. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as
figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como:
circulo, quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os niimeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante. - As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de
informagdes que comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necesséria a boa reproducao
grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicao em possiveis corregdes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.



- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 ¢
100%, para cinco variaveis).

- Nao usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolugao de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto. - Evitar usar cores
nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicagdes, cuja publicacdo imediata ¢ justificada, por
se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um
artigo cientifico completo.

- Apresentagdo de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com
as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexagdo, titulo em
inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introdugdo, material e
métodos, resultados e discussdo, e conclusdo, sem divisao), Referéncias, tabelas e
figuras. - As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo
Cientifico, exceto nos seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras. - Deve apresentar, no
maximo, 15 referéncias e duas ilustragdes (tabelas e figuras).

Outras informacoes

- Nao ha cobranga de taxa de publicagao.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois
especialistas. - O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar
modifica¢des nos artigos e de decidir sobre a sua publicagao.

- S@o de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos. - Os trabalhos aceitos nao podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem
o consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e
3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:
Embrapa Informac¢do Tecnoldgica

Pesquisa Agropecudria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315

CEP 70770 901 Brasilia, DF








