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RESUMO

Camardes cultivados podem ser acometidos tant@mermidades nao infecciosas,
causadas por agentes abibticos, quanto por enfadesdnfecciosas, sendo dentre essas as de
etiologia viral as responsaveis pelas maiores gemndacarcinicultura. Camardes pequenos e
meédios foram coletados de quatro fazendas comenmeaiitoral do estado de Pernambuco,
nos periodos chuvoso e de estio, com o objetivimeiestigar a frequéncia de enfermidades
nesses animais. A investigacdo das viroses Miosechofecciosa Viral (IMNV), Necrose
Hematopoiética e Hipodermal Infecciosa (IHHNV) 8iadrome da Mancha Branca (WSSV)
foi realizada pela analise macroscopica, por meiexame a fresco, microscopicamente, por
meio da histopatologia, e por andlises molecul@escdo em Cadeia da Polimerase — PCR e
nested PCR), identificando a presenc¢a ou ndo dagegyetiologicos. HHNV e IMNV foram
detectados, assim como lesdes sugestivas dessassvioram mais frequentes no periodo de
estio. O WSSV nao foi detectado por nested PCR espgcimes. Também ndo foram
verificadas lesdes que permitissem a suspeitardal@téo deste virus no periodo do estudo.
LesBes sugestivas de bacterioses, enterite heoaydssim como presenca de protozodrios
epicomensais e gregarinas foram constatados nosrg@asn analisados. Enfermidades
infecciosas que acometem camardes cultivados s&tiasvcomplexos e registros exatos e
continuos das fazendas sao indispensaveis parastslos epidemioldgicos. Esses,
identificando fatores de risco e associando-osamadises sao fundamentais para manter e
monitorar a salde dos animais e para a boa pradadir dos cultivos.

Palavras-Chave: Camarao, doencas, andlise a flastapatologia, PCR.



ABSTRACT

Shrimp farm can be affected both by non-infectidiseases caused by abiotic agents,
as for infectious diseases, and among these viselges were responsible for the largest
losses in shrimp farming. Small and medium shrimgreacollected from four commercial
farms in the coastal state of Pernambuco, in thiegee of summer and rainy, with the aim to
investigate the frequency of diseases in these asjnwith the aim to investigate the
frequency of diseases in these animals. The imga&in of viruses Infectious myonecrosis
(IMNV), and Infectious Hipodermal and Hematopoidgilecrosis (IHHNV) and White Spot
Syndrome (WSSV) was performed by macroscopic aisalysising wet mount,
microscopically for histopathology, and analysislecalar (Polymerase Chain Reaction -
PCR and nested PCR), identifying the presence serale of etiological agents. Viruses
causing IHHNV IMNV and were detected as lesionggestjve of these infections were more
frequent during the dry season. WSS virus was atgatied by nested PCR in the specimens,
as well as injuries that just allowed the suspesieds circulation during the study period.
Lesions suggestive of bacterial diseases, entdrdimocitical, as well as the presence of
protozoa and epicomensais gregarines were obseénvélde shrimp examined. Infectious
diseases affecting the shrimp are complex everdglan continuous and accurate records of
the farms are essential for epidemiological studiBsese, identifying risk factors and
involving them in the analysis are essential tontan and monitor the health of animals and
for the good productivity of crops.

Keywords: Shrimp, diseases, wet mount, histopathglBCR
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1. INTRODUCAO

A producdo de camardo possui grande importanc@néecica e social,
principalmente, no Nordeste, regido responsavebféé do camarao cultivado no pais
(RODRIGUES, 2005). O estado de Pernambuco foi respa! por 2,88% (127 t) do
volume de 4.413 t de camaréo exportado em 2009 (RR009).

O camarao branco do pacificbitopenaeus vannameg a principal espécie
cultivada no pais e vem sendo objeto de intensessiimentos financeiros e
tecnoldgicos no Nordeste. A carcinicultura € um skegmentos da aquicultura que mais
contribui para o crescimento do agronegdocio no raulN entanto, esta atividade vem
enfrentando grandes desafios relativos a sanidegked animais cultivados.

Cultivos intensivos dos espécimes, nos quais s@tadas altas biomassas e,
guando associados a outros manejos deficientas/gsulongos; ndo monitoramento de
parametros fisicos, quimicos e microbiologicos gaaa excesso de matéria organica)
causam desequilibrio no meio aquatico, cujo efsidbdre os animais podem ser
desastrosos. Os erros de manejo, de modo gerarefaam ao surgimento e a
disseminagdo de doencas, que sdo uma das respenpél® baixo desempenho
produtivo dos camardes nas diversas etapas decculti

Um dos maiores entraves para a carcinicultura@gaéncia de enfermidades. Por
isso € de suma importancia adotar e aperfeicoanasdos e as técnicas que permitam
um diagnéstico rapido e seguro. Além disso, é macEstambém, investigar e identificar
outros fatores de risco ao aparecimento de dodd€GHTNER, 2005). No presente
estudo, objetivou-se verificar a frequéncia de dasninfecciosas em camarbes
cultivados no litoral de Pernambuco por meio darexa fresco, histopatologia e Reacao
da Cadeia da Polimerase (PCR), associando-a adamzae e peso dos animais bem

como alguns parametros de cultivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir para a produgédo de camardao marinhe@stéstel em Pernambuco, ao
investigar enfermidades infecciosas, priorizanduieses Mionecrose Infecciosa Viral
(IMNV), Necrose Hematopoiética e Hipodermal Infesa (IHHNV) e a Sindrome da
Mancha Branca (WSSV).

2.2. Objetivos especificos

Pesquisar lesdes sugestivas das viroses IMNV, IHNVSSV através de

exame a fresco e histopatolégico em camardes adts

» Verificar a frequéncia do IMNV, IHHNV e WSSV em cardes cultivados
por meio de PCR.

» Estabelecer a frequéncia de lesdes e/ou doengascibdas em camardes
pequenos e médios, por meio de exame a frescophtstogico e PCR.

» Verificar a ocorréncia de doencas e lesfes confarestacdo de chuva ou
de estio.

» Associar os resultados da analise histopatologicane a fresco e PCR com

parametros de manejo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Carcinicultura na presenca de doencas

A demanda, cada vez mais crescente, pelo camaridooin que a producao
extrativista atingisse o limite de exploragcédo sutsteel. Assim, a produgdo de camaréo
em cultivo tornou-se o Unico modo de atender a ddmaesse produto apreciado para
o consumo (ROCHA e ROCHA, 2010).

A carcinicultura tornou-se uma alternativa de piggb de alimentos rapida e em
grande escala. No entanto, a elevada densidadevd@rpento nos viveiros, utilizada
em sistemas de cultivos intensivos facilitou o epianento e o alastramento de
enfermidades. O seu controle se constitui no ndeeafio da carcinicultura mundial, ja
que as doencgas se mostraram capazes de exterramdagbes inteiras (BARRACO,
2004; LIGHTNER, 2005).

Conforme relatado por Subasinghe (2005), parasguenha uma carcinicultura
economicamente sustentavel, é fundamental que nd& tam ambiente de cultivo
equilibrado, além de um monitoramento da sanidaoe chmarbes, prevenindo o
aparecimento de doencas. Muitas dessas doencadeqam camardes cultivados estao
sendo associadas ao desequilibrio do ambienteiegufiis criatérios e do ambiente
circundante.

No final da década de 80, um grupo de doencagndd® desconhecidas, surgiu
no camar&o de viveiro, na Asia e nas Américas, maeagou rapidamente através das
fronteiras internacionais gerando um impacto musignificativo na producdo
(WALKER e MOHAN, 2009).

3.2. Fatores de risco ao aparecimento de doencasreamaroes.

A epidemiologia veterinaria tem como um de seugtnlos identificar e
quantificar fatores de risco ao aparecimento dengh®e em animais. Muitos estudos
relacionados a saude e a producdo animal envolvatiagbes simultaneas dos fatores
de risco a que sao submetidos os animais nosroR{GOUZA et al., 2002).

E fundamental, em qualquer tipo de criacdo anipesquisar e conhecer os
fatores de risco que contribuem para o surgimeuatpropagacao de uma enfermidade.
E possivel conviver com algumas doencas na candinia, quando boas praticas de

manejo sao adotadas em conjunto com um monitorameanhitario utilizando
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ferramentas de diagndstico para identificagdo dégpaos, considerando que o0s
animais aquaticos sado mais dificeis de serem visukls e monitorados quando
comparados com animais terrestres.

O monitoramento em cultivos no sul da india pragdualguns resultados
positivos quanto a sobrevivéncia, produtividadeadaio do cultivo (dias) e peso médio
dos espécimes quando comparados com os cultivosnoadorados. Na ocasido, o
monitoramento foi baseado numa abordagem epidegialoque consistiu na
identificacdo de riscos e no emprego de boas psatie manejo. Foi verificado que o
impacto ocasionado pelas doencas foi reduzido meg®s monitorados (sobrevivéncia
de 58% , produtividade de 318 kg/ha, peso médal fie 189 e cultivo com 87 dias)
guando comparados com 0s ndo monitorados (sobrevavéle 32% , produtividade de
133 kg/ha, peso médio final de 129 e cultivo condid3) (SUBASINGHE, 2005).

Na carcinicultura, h4 uma conjuncdo de fatores @@e considerados
determinantes no aparecimento de doencas. Dergsg pbdemos citar o manejo
deficiente, agua de ma qualidade (ndo monitoramg@jmarametros fisicos, quimicos e
microbiolégicos da agua) aquisicdo de poés-larvas geitificadas, emprego de altas
densidades, nutricdo desbalanceada. As enfermidasid®m podem ser veiculadas de
uma fazenda a outra, ou de um cultivo a outro, pélwsito de pessoas, veiculos e pelo
compartilhamento de equipamentos (caiagues, remed®s, etc.) sem 0s cuidados
minimos e necessarios de higiene e profilaxia (2QEP).

Segundo Martins (2006), a carcinicultura é consid@ uma cadeia de elos
interligados entre 0o camardo, o ambiente aquatico gatdgeno. Quando ocorre
desequilibrio em um dos trés fatores, favorecendst@sse nos animais cultivados, o
que torna os mesmos vulneraveis a acao de patogenas susceptiveis a adoecerem,
a cadeia é quebrada. Thrusfield (2004) acrescemtface mencionada, 0 manejo como
quarto elemento, uma vez que a acdo do homem belerir, positivamente ou
negativamente, na salude de animais que sao cusidelforma intensiva.

O estresse é citado por Stott (1981) como sendo aondi¢cdo na qual um ser
vivo é incapaz de manter um estado fisiol6gico rabnpor causa de varios fatores que
afetam negativamente o seu bem-estar. O mesmoderaa fator de risco iniciante ou
predisponente para que a doenca se instale emuguadmimal (LE MOULLAC e
HAFFNER, 2000; WALKER e MOHAN, 2009).
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A criagdo de animais aquaticos comumente envolvdeslocamento de
espécies do seu habitat natural para um ambiemte quovo e, por vezes, estressante.
Um dos riscos sanitarios decorrentes dessa piticamprego de densidades elevadas
nas fazendas que sdo bem mais elevadas que a iat Imabural, circunstancia que
facilita a disseminagdo de agentes infecciosos (WER e MOHAN, 2009; OIE,
2010).

Um outro fator de risco sdo as aves que podem &@res mecanicos ao
transportar material infectado de um cultivo a @utpor meio de suas fezes,
representando importante fonte de disseminacdo atéggnos (MACIEL, 2002).
Também deve ser considerado na propagacéo de pagdgeais, 0 camardo congelado
comercializado entre regides e paises. Nunan @988) verificaram que WSSV e
YHV (Virus da cabeca amarela-Yellow Head viruslaeamm presentes em camardes
congelados importados da Asia.

Cultivos prolongados, em condicbes ambientais adgerpodem favorecer ao
aparecimento de enfermidades, pois ha uma maiasegn dos camarfes ao agente
patogénico. As vezes 0s primeiros sinais de dosnggem com o cultivo continuo
(prolongado) tendo, como consequéncia, camardes menor qualidade ao serem
comercializados (KAUTSKY et al., 2000). Em estuéalizado por Silva et al.(2010)
foi evidenciado que o tempo de cultivo influencide forma significativa na
sobrevivéncia dos camardes com lesfes sugestiviidNié. Cultivos com 60 dias, na
presenca de lesbes da IMNV, tiveram sobrevivéneidJ02%, enquanto que com 100
dias tiveram sobrevivéncia de 56,05%.

3.3. Enfermidades

A saude é o estado do camardo em perfeito usoadefsncdes organicas e em
equilibrio com o meio ambiente. A doencga, por odado, pode ser considerada
qualquer alteracdo adversa na saude ou no desemperiiécnico desses animais.

O conjunto de causas que podem originar uma doéngkenominado de
etiologia. O agente etiolégico € considerado ddteanie primario quando é o
responsavel principal pela inducdo da doenca, pammplo, o virus. Além do
determinante primario ha outros fatores ou deteantes secundarios que predispdéem

ou agravam o desenvolvimento da enfermidade (THREISP, 2004). Principalmente,
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nos sistemas de cultivo intensivo os peneideosmpade alvos, simultaneamente de
agentes infecciosos e nao infecciosos.

Camardes cultivados podem ser acometidos tanto embermidades néo
infecciosas causadas por agentes abioticos (efeiitrgcionais, geneéticos, agentes
toxicos e ambientais), quanto por enfermidadescandsas, causadas por patdégenos
transmissiveis, como as bactérias, os fungos, @sip@Es e 0s virus. Dentre essas, as
viroses sao responsaveis pelos maiores prejuizn®etcos na carcinicultura, sendo
apontadas como o principal fator limitante paraesethvolvimento dessa atividade
(LIGHTNER, 1996; FLEGEL et al., 2004; LIGHTNER, Z8)0

Em peneideos, ja foram relatadas mais de 20mitades com etiologia viral
(LIGHTNER, 1996). Dentre as viroses que acometemvannameino Brasil, quatro
merecem destaque: Sindrome de Taura (TSV), Sinddarancha Branca (WSSV),
Necrose Hematopoiética e Hipodermal Infecciosa (i) e Mionecrose Infecciosa
(IMNV).

A TSV também é conhecida como doenca dos bercawias fase larval, pois €
possivel observar mortalidades entre 14 a 40 ghés a transferéncia das pos-larvas ao
viveiro (LIGHTNER, 1996). Foi relatada pela prineeivez em fazendas de camarao
proximas ao rio Taura, em Guayaquil (Equador) e@11QIMENEZ, 1992). Naquele
pais, houve a suspeita de sua existéncia antentenggeilando elevada mortalidade de
camarao foi associada a agrotéxicos (pesticidasrigdidas) utilizados em plantacdes
de bananas para combater a Sigatoka Negra (capsdhoafungo Mycosphaerella
fijiensis). Ainda na mesma década, a doenca foi registradaBUA, na Ameérica
Central e em paises da América do Sul, inclusiv8nmsil em 1994 (HASSON et al.,
1999). Em Taiwan, a TSV foi registrada em reprodegadel. vannameique foram
importados da América Central e do Sul (YU e SOR@R0).

A TSV tem como agente etioldgico um RNA virus itie $imples pertencente a
familia Dicistroviridae, géner&ripavirus que se replica no citoplasma das células
(MAYO, 2002). O virus acomete pos-larvas, juvenisadultos, podendo causar
mortalidade de 85 a 90% rio vannamei seu principal hospedeiro. Animais que se
recuperam podem ser portadores do virus por toda (LIGHTNER, 1996). Aves
desempenham um papel importante na transmissad&suo quando se alimentam de
camardes infectados, pois podem carrear o virumpa de suas fezes de uma fazenda
a outra (VANPATTEN et al., 2004).
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A TSV tem duas fases clinicas: aguda e cronicafreracao). Na fase aguda,
0s camardes estdo moribundos, o leque caudal pgale$ encontram-se avermelhados
(devido a expansdo dos cromatoforos), intestinaoyaxoesqueleto amolecido e é
comum 0s animais morrerem durante a ecdise (m@ajkamardes que sobrevivem,
entram na fase cronica e apresentam melanizacdiesilates, podendo ou néo, ser
observado o exoesqueleto amolecido e expansaoawosittéforos (LIGHTNER, 1996;
MORALES-COVARRUBIAS, 2010).

Sao observadas na fase aguda, pela histopatologieroses multifocais
(semelhante ao formato de pimenta - “peppered”gpitélio cuticular, caracterizadas
por picnose nuclear e cariorrexia. Pode-se tambémar nffocos de necrose nos
apéndices, epitélio do estdbmago e intestino. Nawligfoide, o virus pode causar uma
desorganizacao celular formando esferéides do dngf@ide. Na fase cronica, observa-
se infiltracdo hemocitica cuticular além de esfiéido 6rgdo linféide ectopico em
diferentes tecidos (GESTEIRA, 2006; MORALES-COVARBRWAS, 2010). Para o
diagndstico dessa enfermidade pode-se citar, deagréécnicas, a histopatologia,
hibridizacéo in situ, dot-blot e PCR .

A Necrose Hematopoiética e Hipodermal InfeccigddHNV) tem ampla
distribuicio geogréafica nas Américas e na Asia. NNHeve seu primeiro registro em
1981, no Havai, acometendo o camardo azitiogenaeus stylirostrjs quando
ocasionou a mortalidade de 90% nesta espécie (LNER, 1996). No Brasil, foi
relatada pela primeira vez em 1991, nas esp&zaeseus monodoal.vannameique
apresentavam crescimento reduzido e deformidadesneas como rostro desviado,
caracteristicas da Sindrome do Nanismo Deformdtivat deformaty syndromDS)
(BUENO, 1991).

A IHHNV é causada por um virus DNA de fita simplesede 22 nm de
diametro, pertencente a familia Parvoviridae, géBeevidensovirugBONAMI et al.,
1990; SHIKE et al. 2000). O IHHNV pode infectar aioria dos peneideos, incluindo
as principais espécies cultivadds: vannamei P. monodone L. stylirostris Nessa
dltima espécie, a doenca causa mortalidade eleysiti@jpalmente em juvenis e sub-
adultos. Estudo realizado por Hsieh et al. (20@8ificou que o IHHNV infectou pos-
larvas e sub adultos dédacrobrachium rosenbergiinos quais o hepatopancreas foi o

orgdo mais lesionado, observando-se corpusculos inbdusdo intranucleares
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eosinofilicos Cowdry tipo A. Macroscopicamente, dbiservado ndl. rosenbergii
deformidades cuticulares no 4° e 6° segmentos ahd@e retardo no crescimento.

O IHHNV pode ser transmitido horizontalmente: qlmncamardes sadios
ingerem camardes mortos pela doenca (canibalispe)y compartilhamento de
equipamentos contaminados de um viveiro para oégnea contaminada com particulas
virais, dentre outras formas. A transmissdo vdrtfoa demonstrada por Motte et
al.(2003), ao utilizar fémeas de vannameilivres do IHHNV e fémeas da mesma
espécie infectadas pelo virus, que foram fertiksaglor reprodutores livres do IHHNV.
Nesse experimento os descendentes das fémeasdtd@#edbram positivos para o virus,
no nestedPCR (PCR em dois passos) enquanto que os destemndias fémeas livres
desse patdgeno permaneceram livres, na mesmaaé@endiagnostico.

No L.vannamei a doenca é caracterizada pela sindrome do nanismo
deformativo, onde ocorre desuniformidade do lobseovada pela presenca de animais
nanicos, deformidades no rostro, flagelo antenalgado e outras alteragGes cuticulares
(OIE, 2009). Nessa espécie o IHHNV nao provocaagles indices de mortalidade,
porém o crescimento reduzido e as deformidadesilboem para perdas econdémicas,
por uma desvalorizagcdo do produto no comércio.

Na histopatologia, observam-se necrose no te@dwatopoiético, corpusculo de
incluséo intranuclear em varios 6rgéos e tecidosocdranquias, epitélio cuticular e do
estdbmago, corddo nervoso e nervo ganglionar, téwduatopoiético, glandula antenal,
gbnadas, 6rgao linféide, tecido conectivo, e missc@striados. (LIGHTNER, 1996;
MORALES-COVARRUBIAS, 2010). O diagnostico para oHNV é, geralmente,
realizado por meio das técnicas de histopatoldgaidizacédoin situ, dot-blote PCR
(GESTEIRA, 2006).

A Sindrome da Mancha Branca (WSSV) é causada poDNA virus de fita
dupla pertencente a familia Nimaviridae e gén@éfbispovirus(MAYO, 2002). A
doenca tem causado grandes prejuizos econdmicoarciaicultura desde 1993. Seus
primeiros registros foram na China e no Japao (CHOal., 1995). Posteriormente, foi
registrada no hemisfério ocidental, no Texas e IParoo Sul, nos EUA (LIGHTNER,
1996). No inicio de 1999, sua presenca foi relat@aAmérica Central e, ainda no
mesmo ano, na América do Sul, no Peru e na ColénNmaEquador, em 1998, a
producdo de camarédo, devido a ocorréncia do WS&Wetluzida de 115.000 t para

38.000 t em 2000, gerando impacto econémico saiifio nesse pais (CASTRO et al.,
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2000, 2001; RODRIGUEZ et al., 2003). O virus dadg&me da Mancha Branca
(WSSV) foi responsavel por grandes perdas econ@meca criatorios de diversos
paises, como na China com mortalidades de 80 a Hif%oucos dias de infeccao
(CHOU et al., 1995; LO et al.,1999), demonstrando wna das doencas de maior
impacto econémico no mundo (WALKER e MOHAN, 2009).

Em 2005, a WSSV foi diagnosticada no Brasil, entivms situados nos
municipios de Laguna e Imarui, em Santa CatariB#ERT et al., 2005). Os fatores
de risco, baixa temperatura, problemas de qualiddeleagua e de solo, foram
considerados determinantes para o surgimento dedoe

Cavalli et al.(2010) investigaram pbdlested- PCR e histologia 0 WSSV no
L.vannameiultivado e, em camardes selvagens no complexagdena e na Costa de
Santa Catarina. Os autores detectaram o virus spEies nativagarfantepenaeus
paulensis, F. brasiliensi®€ no L.vannameicultivado, e sugerem que 0s niveis de
infeccdo dos camardes selvagens parecem estaiongldos & proximidade das
fazendas.

O WSSV que até pouco tempo esteve presente apesasimais cultivados no
sul do Brasil, teve sua ocorréncia registrada tamhdéo Ceard, em animais
assintomaticos em 2005 (OIE, 2005). Segundo PeiGadwvara e LOpez-Meyer (2006),
animais podem estar infectados pelo WSSV e sersmtasaticos, ndo apresentando
sinais clinicos da doenca. Em 2008 a presencards wa Bahia foi responsavel por
sobrevivéncia de apenas 5% (MULLER et al., 2010).

O WSSV possui uma diversidade de hospedeiros dengal, dentre esses
hospedeiros podemos citar varias espécies de casn@nto de cultivo quanto nativos,
lagostas, lagostins, caranguejos, copépodes, ragite até larvas de insetos (LO et al.,
1996a; YAN et al., 2004; OIE, 2009). Em peneidgadpi detectado em pds-larvas,
juvenis e adultos (CHANG et al., 1998). Martoreflial. (2010) relataram a primeira
ocorréncia de WSSV e IHHNV detectados por PCR éopeédologia em camardes
selvagens da espédetemesia longinari:ia Bahia Blanca (Argentina).

Conforme Lo et al. (1997), inclusdes virais préssrem Orgaos reprodutivos
sugerem a transmissdo vertical pelo virus. A trégssdo horizontal pode ocorrer por
meio de ingestdo de animais infectados pelo viogsitaminacdo ambiental, por
elevadas cargas virais presentes na agua e/ouesgdsne por vetores (caranguejos,

rotiferos, poliquetas, dentre outros). O solo doseiros, por exemplo, pode ser
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considerado como reservatoério do virus, pois é osambientes de zooplancton,
como os rotiferos, que podem ser vetores do vifAdl(et al. 2004). Soto et al. (2001)
compararam as taxas de mortalidadé. deannamegue ingeriram diferentes partes do
corpo (cefalotorax, abdémen) ou camardes inteirieziados com o WSSV e sugeriram
que o cefalotérax parece ser mais infeccioso queiias partes, provavelmente por ser
mais palatavel.

Sudha et al. (1998) classificaram a doenca, quarsioa manifestacdo, em trés
categorias. A categoria | em que ocorrem danos radde a elevados nos tecidos
afetados, h& presenca de manchas brancas na @wicignificativa mortalidade no
periodo de 7 a 10 dias ap0s a infeccdo. Na catedbrios camarfes apresentam
coloracao avermelhada, tecidos altamente infectadoertalidade em massa, dentro de
2 a 3 dias. Ja na categoria Ill, ha auséncia declmasnbrancas ou coloragcao
avermelhada, com mortalidade entre 15 a 28 dias.

Os camardes apresentam, por vezes, pontos brdadoa 2 mm de diametro na
cuticula e carapaca. O nado é erratico e ha reddeamgestdo de alimento. A
severidade da enfermidade é agravada pela grandgsidade de hospedeiros,
velocidade de multiplicagcdo e poder de propagagiovicus (FLEGEL, 1997). A
mortalidade pode alcancar até 100% em 3 a 10 @ids @ inicio dos sinais clinicos
(LIGHTNER, 1996). No Equador, a Sindrome da ManBhanca foi responsavel por
mortalidades de 60 a 95% apdés um intervalo de 5 dia8 em que 0s animais
apresentaram os primeiros sinais clinicos da do@O®RIGUEZ et al., 2003).

Na andlise histopatolégica, podem ser observadopusculos de inclusdo
intranucleares em nucleos hipertrofiados de célal@edermais e mesodermais dos
apéndices, tecido conectivo, glandula antenal,duwias, tecido hematopoiético, 6érgao
linféide, coragdo, estdbmago e trato intestinal (HIBER et al., 1998; SAHUL et al.,
2000). Pantoja e Lightner (2003) observaram nlcpgosoticos e cariorrexia nuclear
em diferentes tecidos, principalmente no orgadidd de espécimes portadores tanto
da WSSV quanto de outra doenca viral denominadan@oa@la Cabeca Amarela
(Yellow Head Disease-YHD), necessitando de outrgonte realizar o diagnéstico
diferencial.

A Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV) tem como ageretiologico um RNA
virus pertencente a familia Totiviridae (POULOSakt 2006a). A etiologia viral da
doenca foi confirmada, em 2004, por microscopidr@éca e analise gendmica
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(NUNES et al., 2004). O virus pode ser respongaweimortalidades de 40 a 70% no
L.vannamecultivado (OIE, 2009).

Em 2002, esta enfermidade presente no Piaui foordmada de Necrose
Muscular Idiopatica (NIM), por ndo se conhecer erdg etiologico. Em 2003, ja estava
disseminada para o Ceard e o0 Rio Grande do Norteme,2004, na Paraiba e
Pernambuco (GRAF et al., 2003). No Brasil a enfdatié foi responsavel por perdas
de 20 milhdes de ddlares em cultivosldovannameiem 2003 (NUNES et al., 2004;
OIE, 2006). O registro da IMNV ficou restrito aordeste brasileiro até 2006 quando
foi confirmada na Indonésia (SENAPIN et al., 2007).

A doenca caracteriza-se por necrose dos muscstaados do cefalotorax e
abddémen, podendo os ultimos segmentos abdominaseayiar aspecto leitoso ou dar a
aparéncia de camardo cozido. As lesdes histopatakgue podem ser evidenciadas
sdo: orgaos linféides ectopicos em diferentes &gatecidos, infiltracdo hemocitica,
edema, necrose e areas de cicatriza¢cdes na musaullasis segmentos abdominais e
cefalotorax e com menor frequéncia na musculatareotacdo (SANTOS et al., 2005;
OIE, 2009).

Convém observar que a necrose muscular, consaldfpita da IMNV, foi
evidenciada também na doenca da cauda bran@mdmbrachium rosenberg(iTUNG
et al., 1999), cuja etiologia foi atribuida ao Nadas Macrobrachium rosenbergii
(MrNV) (OIE, 2006). Camardes cultivados em Beliapgsar de apresentarem necrose
muscular e esferdides ectopicos do 6rgao linfGtkiyeram resultado negativo para o
IMNV(POULOS et al., 2006b; LIGHTNER et al., 2006).

Em pesquisa realizada por Pinheiro et al. (208i),camardes cultivados no
litoral de Pernambuco, através de RT-PCR, foi @iadh uma prevaléncia do virus por
fazenda que oscilou entre 0% e 35,56%. Dentre @siB@ividuos analisados, 76
mostraram-se positivos para o IMNV. Estudo realizpdr Andrade et al. (2007) em
camardes provenientes do Ceard, constatou que RORTfoi um método rapido,
especifico e sensivel para o diagnostico da IMNV.

Estudo histopatologico da IMNV resultou na ideocéi€do de lesdes sugestivas
da doenca em amostras deannameidas quatro fazendas pesquisadas no litoral de
Pernambuco (SILVA et al.,, 2010). Em relacdo aoqgericlimatico, foi verificada
maior ocorréncia da enfermidade no periodo de ¢steembro de 2005 a marco de

2006), divergindo do que é citado pelo relatéricAdaociacédo Brasileira dos Criadores
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de Camarao (ABCC, 2004), que apontou a maior fregjgéda IMNV no inverno,
devido ao desequilibrio ambiental, decorrente d&edochuvas. Segundo Silva et al.
(2010), a causa mais provavel da reducédo das octaseda doenca no periodo chuvoso
(abril a setembro de 2006) esteve associada a maslale manejo. De acordo com
Lightner et al. (2004), a IMNV esté associada &esse fisico e ambiental, assim como
a mudancas bruscas de salinidade e temperatura.

Além das viroses anteriormente mencionadas, inécc@ausadas por
endoparasitos como as gregarinas; ectoparasitas oerprotozoarios epicomensais e
doencas bacterianas como as causadas pelas lsdtégénerd/ibrio assim como a-
proteobactéria do géneRickettsiatambém estédo presentes em camardes cultivados no
Brasil causando-lhes prejuizos.

Dentre os protozoarios que causam doencas em cesrmadiinhos, destacam-se
as gregarinas, que se encontram disseminadas gmotonundo. Sao pertencentes ao
filo Apicomplexa e podem parasitar moluscos bivaJvanelideos, insetos, crustaceos
(LEANDER et al., 2006). Localizam-se no estdmagatot intestinal e hepatopancreas
de camardes cultivados e silvestres (CHAVEZ-SANCHEZI., 2002, JIMENEZ et al.,
2002).

Em camarfes com alto grau de infeccdo por gregarioaintestino pode
apresentar alteracdes variadas, tais como colo@paoelada, inflamacéo, hiperplasia
da mucosa, obstrucdo, além de perfuracdes da patedenal. Essas podem favorecer
0 inicio de uma infeccdo secundéria, principalmepte bactérias (MORALES-
COVARRUBIAS, 2010).Infestacbes por gregarinas podem resultar em margius
dos alimentos e ter como consequéncia reducao mowogde peso do camardo e um
aumento da taxa de conversédo alimentar (CHAYABURAKal., 2004)

O camaréao pode se infectar ao alimentar-se de oodusvalves e poliquetas do
género Polydora, que vivem no fundo de viveiros ue gervem de hospedeiros
intermediarios para as gregarinas (FAJER-AVILAIe2805; LEANDER et al., 2006).
Esses endoparasitos completam seu ciclo de vid&ato digestivo de artropodes
marinhos, como os crustaceos (CREMONTE et al., 2005

Epicomensais sdo protozoarios que frequentementedeseem as branquias,
apéndices e cuticula dos camardes, sem que ettgsreaecessariamente doentes. No
entanto camarbes doentes ou submetidos a situagstesssantes reduzem, em

consequéncia, sua atividade limpadora tornandoess susceptiveis a uma infestacéo
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massiva pelos protozoarios epicomensais (KAUTSKYalet 2000; MORALES-
COVARRUBIAS, 2010).

A presenca massiva de organismos epicomensaisgaadar alta mortalidade
em camardes quando acometem branquias, regidocotadula, apéndices e outras
regides, principalmente de camardes juvenis e @GI(NMORALES-COVARRUBIAS,
2010).

As bactérias do génekdbrio sdo consideradas patégenos oportunistas e podem
ser encontradas tanto em ecossistemas aquatico® ra camardes cultivados ou de
vida livre (VANDERZANT et al., 1971). Sdo anaer@scfacultativas, Gram-negativas
em forma de bastonete curvo ou reto (RODRICK, 1991)

As vibrionaceas tém grande relevancia para antemttura, porque sao capazes
de infectar todos os estadios de vida do camard&melarvicultura podem ser
responsaveis por 100% de perdas dos animais admmdiMENDES et al., 2009).
BUGLIONE et al. (2010) ao realizarem infeccdo ekpental em larvas e juvenis de
L.vannamei detectaram mortalidades de 97,3% em larvas e8d&8em juvenis,
atribuindo tal fato a&ibrio alginolyticus

Mendes et al. (2009) ao pesquisarem vibrionaceasagnardes de trés fazenda
de Pernambuco, observaram uma maior diversidadéhid® spp no periodo de estio
em animais de duas fazendas, e no periodo chunospenas uma fazenda. A vibriose,
ocasionada pelas vibrionaceas podem causar inféocadlizada ou sistémica, afetando
todos os 6rgéaos e tecidos. Lesbes sugestivas thribae como “cluster” bacteriano nas
branquias, epitélio cuticular, coracdo, inflamag#o hepatopancreas e musculatura
podem ser observadas pela histopatologia (MORALES-8RRUBIAS e CHAVEZ-
SANCHEZ, 1999). Na analise a fresco observa-se untatsra opaca, trato digestivo
vazio, areas melanizadas na cuticula e apéndiakdep e deformidades nos tubulos do
hepatopancreas, luminescéncia dentre outras (DOUWRARO009; MORALES-
COVARRUBIAS, 2010).

Além de representar um risco sanitario, algumgseass deVibrio séo
responsaveis por causar doencas transmitidas poerdbs (DTA) em humanos. O
consumo, por exemplo, do pescado sob a forma sughi( sashimis) € um risco a
saude humana, principalmente por esse alimentoastainte manipulado e nao receber

nenhum tratamento térmico (MOURA FILHO et al., 2D0Espécies de vibrio como
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Vibrio vulnificus V. parahaemolyticug V. choleraesé@o responséveis por causar
gastrenterite no homem e em alguns casos, sept¢®ANICKER et al., 2004).

A Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana (NHEMB)domo agente etiologico
uma a-proteobactéria, gram negativa, intracelular oléiga pertencente ao género
Rickettsia(LOY et al., 1996). A NHPB foi registrada pelaméira vez em camardes
cultivados no Texas, sendo na ocasido responsavehegrtalidade entre 20 a 95%, e
entre 70-90%, nas Américas Central e do Sul (FRRLéEal., 1992; LOY et al., 1996).
A ocorréncia da NHPB esta restrita as Américas,epdd acometer as poés larvas,
juvenis e adultos. As principais espécies acometgfn:L.vannamei, L stylirostris,
Farfantepenaeus aztecus F.californiensis (LIGHTNER, 1996; VINCENT et al.,
2004).

A presenca da NHPB esta associada a condicOetevdedas temperaturas e
salinidade (acima de 29°C e 20%., respectivamerds3im como condi¢cbes no
ambiente de cultivo inadequadas, por exemplo, asfeaac6es no ambiente aquatico
das carciniculturas (BUCHELI et al., 2004).

Trato digestivo vazio, exoesqueleto amolecidoxdairescimento e elevada
conversao alimentar sédo relatados nos animais @@3OMES et al., 2007). Camardes
com NHP apresentam sintomas semelhantes a outf@snetades como a vibriose,
necessitando de diagndstico diferencial por PCRggemplo, para a sua confirmacao
(GESTEIRA, 2006). Gomes et al. (2010) observaram Ipstopatologia, infiltracdo
hemocitica, edema, les6es granulomatosas tantoaemarges positivos quanto nos
negativos por PCR para essa doenca, circunstassegageie exclui esse exame como
definitivo para o NHP.

3.4. Diagnostico de doencas infecciosas

O monitoramento da saude dos animais aquaticasvenvarias etapas, como
anamnese (inquérito epidemioldgico), exame clipiemalises laboratoriais.

A anamnese pode ser realizada com a aplicacaoesti@narios com o intuito
de buscar informagdes sobre o historico das fazefldealizacdo, quantos viveiros e
tempo de funcionamento dos mesmos, presenca oden@mencas), origem de pos-
larvas, manejo de cultivo (controle da qualidadégiea, densidade empregada, tempo
de cultivo, se ha ou ndo compartilhamento de equépéos de um viveiro a outro, se

apos a realizacdo de um exame a fresco os anidaidevolvidos ou ndo ao viveiro,
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qual o destino de camardes mortos ou moribundas)dledsuma importancia para
embasar o diagnostico das doencas.

Em episodios e suspeitas de doenca, devem sarioseldas amostras de
camardes para dar inicio as analises laboratoi@ssanimais devem estar vivos ou
moribundos, aparentemente saudaveis ou com |eSiiesZ009).

O exame a fresco € uma técnica de diagnosticoumies, utilizada para
monitorar 0 estado de saude dos camarfes em laborat a campo. Consiste na
dissecacdo do camardo em todos seus estagios Ipsgavacdo das alteragbes que
ocorrem nos 6orgaos e tecidos do mesmo (PEREIRA NTE®S, 2003; MORALES-
COVARRUBIAS, 2010). Essas observacdes podem serongaicroscopicas como:

» Observacdes macroscopicasloracdo e consisténcia das antenas e ur6podos;

integridade e coloracdo da cuticula, carapacapptiss e periopodos; presenca
de deformidades e/ou traumas no exoesqueleto eutatig@; replecdo do trato
intestinal; nivel de estresse dos animais (croroatéfexpandidos); depdsitos de
calcio na carapaca; tempo de coagulagédo da hewolinf

* Observacdes microscopicasvaliagdo morfologica dos o6rgdos coletados;

presenca de indicativo de necrose, sujidades eorgamismos nas branquias;

conteudo intestinal e presenca de protozoariosteddo do ceco posterior e

presenca de gametécitos de Gregarina spp.; nivdipidieos dos tibulos do

hepatopancreas.

A histopatologia € uma importante ferramenta idgrstico, pois descreve os
tipos e a intensidade de lesdes microscopicas auidos e orgdos dos camardes. Na
analise histopatolégica € importante conhecer quahd ou ndo alteracdo em
determinado 6rgdo ou tecido, assim como saber pistnm do patégeno por
determinados 6rgaos ou tecidos. Por exempiopeoteobactéria do géneRickettsia
agente etiolégico da NHPB, acomete o hepatopancoeasus da IMN tem tropismo
pela musculatura.

A imuno-histoquimica (IHQ) é uma outra técnica gode ser utilizada. E uma
combinacdo de técnicas anatbmicas, imunologicasioguimicas que permitem
identificar as moléculas (antigenos) produzidasdiggrsos agentes infecciosos, como
os virus. Além disto, permite uma associacao eagriesdes histologicas e a presenca
do agente etiolégico (GIMENO, 1995).
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Os métodos moleculares tém sido cada vez maigagkils no diagndéstico de
doencas infecciosas de animais aquaticos. A Reawpd€@adeia da Polimerase (PCR)
convencional envolve um par de iniciadoresinjerg para amplificar uma pequena
sequéncia do genoma de um agente infeccioso e ip@#su sensibilidade e
especificidade na detec¢do do patdgeno. JéertedPCR (PCR em dois passos) sdo
realizadas duas reac¢des de PCR, onde o produtdnaisina reacéo servira como molde
da segunda, juntamente com um segundo par dedares. AnestedPCR € mais
sensivel e especifica que a PCR convencional. TarRCR convencional quanto a
nested PCR sao ferramentas primordiais para detectar @sede etiologia viral,
principalmente em casos de infec¢des assintomdticaset al., 1996b; HOSSAIN et
al., 2001; PEINADO-GUEVARA e LOPEZ-MEYER, 2006).

O diagnostico precoce € essencial para o conladedoencas e diminuicdo do
impacto econdbmico na carcinicultura. Os métodosenteser sensiveis, especificos,
confiaveis, capazes de detectar a doenca e edissiael a técnicos e pesquisadores
(LIGHTNER e REDMAN, 1998).
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5. ARTIGO |

Parte dos resultados obtidos durante o trabalherempntal dessa tese sera apresentada
no artigo intitulado “Epidemiologia das viroses Mezrose Infecciosa (IMNV),
Necrose Hematopoiética e Hipodermal Infecciosa (iINHe a Sindrome da Mancha
Branca (WSSV) em camardes marinhos cultivados emnaRduco, Brasil”

(manuscrito), que se encontra anexado.
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Resumo
Enfermidades virais como Mionecrose Infecciosa NW, Necrose

Hematopoiética e Hipodermal Infecciosa (IHHNV) ead@ome da Mancha Branca
(WSSV), tém sido relatadas nos camarfes cultivatioBrasil, causando elevada
mortalidade e consequente prejuizo econbmico paracavcinicultores. Portanto,
objetivou-se verificar a frequéncia destas virases camardes cultivados, levando-se
em consideracao a sazonalidade e peso dos an®aamardes foram coletados em duas
fazendas do litoral sul (A e B) e em duas fazewmidaktoral norte (C e D) do estado de
Pernambuco/Brasil, durante os periodos de chuwsiaggem. Duas coletas de animais
pequenos (4,33 + 0,49g) e médios (8,28 = 1,35gmniofeitas em cada periodo
climatico. Cada amostra continha 30 individuos,alizdindo-se 480 camardes
analisados. Exame a fresco, histopatologia e @&saliwleculares foram realizadas em

cada camardo. No exame a fresco foi observado ifiesnidlade de tamanho e peso,
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opacidade da musculatura, pleépodos e outras segidermelhadas, dentre outras
observacoes. Foram evidenciadas lesdes histopatadogugestivas de IHHNV como
corpusculos de inclusdo em diferentes 0rgaos esearo tecido hematopoiético e de
IMNV, como necrose e infiltracdo hemocitica na nulettira, esferdides do 6rgéo
linféide ectopicos. Nao foi detectada por neste®RR(presenca do virus da WSSV. Os
outros virus estiveram mais presentes no periodestie (IMNV 32/240 - 13,33%;
IHHNV 133/240 - 55,42%), que no chuvoso (IMNV 7/24Q@,92%; IHHNV 82/240 -
34,17%). No total dos 480 camardes analisadosus da IMNV esteve presente em 39
animais (8,12%) e o IHHNV em 215 camardes (44,79R@gistros de dados nas
fazendas, associados aos resultados de analisesiursdamentais em um estudo
epidemiolégico para a identificacéo de fatoresisi®r 0 que conduz ao monitoramento
da saude dos animais cultivados e obtencéo derbdatjvidade.
Palavras chavesViroses, camarad,itopenaeus vannamesstacao do ano, lesdes.
Abstract

Viruses as Infectious myonecrosis (IMNV), and ini@es hypodermal and
hematopoietic necrosis (IHHNV) and White Spot Symde (WSSV) have been
reported in farmed shrimp from Brazil, causing emuoic losses to the shrimp. The aim
of this study was to verify the frequency of thngmuses of economic importance in
shrimp farming in Brazil, taking into account theasonality and weight of animals.
Shrimps were collected on two farms south coasar{é B) and two farms on the north
coast (C and D) the state of Pernambuco / Brazihduhe wet and dry seasons. Two
collections, medium (8.28 £+ 1.35g) and small (43849g) animals were made in each
climatic period. Each sample contained 30 individutotaling 480 shrimps analyzed.
Wet-mount analyses, histopathology and moleculatyais were performed on each

shrimp. In Wet-mount analyses was observed The lHclsize uniformity and a
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variation in average weight, muscle opacity, ankeptregions pleopods reddish,
among other observations. Histopathological lesimnBIHNV as inclusion bodies in
different organs and necrosis in the hematopoittsue and lesions suggestive of
necrosis and infiltration IMNV hemocitical in musg¢l ectopic lymphoid organ
spheroids were detected in animals studied. Theepoe of WSSV was not detected by
nested-PCR. The viruses were more frequent dutiegdry season (IMNV 32/240,
13.33%; IHHNV 133/240, 55.42%) than in the wet seagIMNV 7/240, 2.92%;
IHHNV 82/240, 34.17%). A total of 480 shrimps exaed the IMNV was present in 39
animals (8.125%) and IHHNV shrimp in 215 (44.79%hpta records on the farms,
associated with the analysis results are fundarhé@mtan epidemiological study to
identify risk factors, which leads to monitoringethealth of cultured animals and Good
yields.

Key words: Viruses, shrimpl.itopenaes vannameseason year, injuries.

1. Introducéo

O cultivo de camardes, particularmente da espétdpenaeus vannameiem
crescido rapidamente, contribuindo para o deseimelvto socio-econémico de muitos
paises (Rocha e Rocha, 2010). No final da décad®dema sucessédo de doencas se
propagou através das fronteiras internacionaisanger impacto significativo na
producao (Walker e Mohan, 2009), sendo as de origesth as que correspondem ao
principal entrave no cultivo do camardo marinhagel et al., 2004; Lightner, 2005).
No Brasil, viroses listadas pela OIE como Mioneerdafecciosa Viral (IMNV),
Necrose Hematopoiética e Hipodermal Infecciosa (iINMH e Sindrome da Mancha

Branca (WSSV) (OIE, 2009) tém causado prejuizo @eueo consideravel.
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A Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV) tem como agemtiologico um RNA
virus pertencente a familia Totiviridae (Poulogalet2006). Sua primeira ocorréncia foi
constatada no Brasil, no estado do Piaui em 200@b%,anos seguintes, em estados
vizinhos (Nunes et al., 2004; Andrade et al., 2@®inheiro et al, 2007). A ocorréncia
da IMNV ficou restrita ao nordeste brasileiro a@0@ quando foi confirmada na
Indonésia (Senapin et al., 2007).

A IMNV caracteriza-se por necrose dos musculosiaeikis do cefalotorax e
abdbémen, podendo os ultimos segmentos abdominagseapiar aspecto leitoso ou
aparéncia de camardo cozido (Nunes et al., 200&der® ser encontradas lesdes
microscopicas como: esferdides do orgao linféidel(Eectopico em diferentes 6rgaos
e tecidos, infiltracdo hemocitica, edema, necroseareas de cicatrizacbes na
musculatura, entre outras (Lightner et al., 20@4it&s et al., 2005; OIE, 2009).

A Sindrome da Mancha Branca (WSSV) tem como agaiégico um DNA
virus pertencente a familia Nimaviridae, gén&kispovirus (Mayo, 2002). Seus
primeiros registros foram na China e no Japao (Gétoal., 1995). No Equador, a
WSSV reduziu a producédo de camarao, de 115.000 1988 para 38.000 t em 2000,
gerando impacto econdémico significativo nesse f&astro et al.,, 2000, 2001,
Rodriguez et al., 2003). No Brasil, a enfermidaderceu em 2005, em camardes
cultivados no complexo lagunar em Santa Catarireff€® et al.,, 2005), onde a
producao foi reduzida de 4.189 t em 2004 para 181 2009 (Costa, 2010). O virus
também pode ser encontrado em animais assintormgfRminado-Guevara e Lopez-
Meyer, 2006), tendo sido detectado sob esta form&mcati, Ceara com mortalidade
de 40% (OIE, 2005). No ano de 2008, o virus fopoesavel por sobrevivéncia de

apenas 5% dos camardes cultivados no estado da @ahlier et al., 2010).
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A WSSV é caracterizada por presenca de pontosdsama carapaca, assim
como coloracdo avermelhada ao longo do corpo. Mhsarhistopatoldgica, podem ser
observados corpusculos de inclusdo intranucleanesteleos hipertrofiados de células
ectodermais e mesodermais dos apéndices, tecidectoan e hematopoiético,
branquias e outros 6rgaos (Sahul et al., 2000; Ee1@ovarrubias, 2010).

A Necrose Hematopoiética e Hipodermal InfecciofdHV) de ampla
distribuicio geogréafica nas Américas e na Asia,aésada por um virus DNA
pertencente a familia Parvoviridae, génBrevidensovirugBonami et al., 1990; Shike
et al. 2000). Teve seu primeiro registro em 1984, Havai, quando ocasionou
mortalidade de 90% no camardo adutppenaeus stylirostrigLightner, 1996). No
Brasil, foi relatada pela primeira vez em 1991 eapéciesPenaeus monodoe
L.vannamei(Bueno, 1991). Braz et al. (2009) relataram a géncia do IHHNV
variando de 9,4% a 81,0% em sete fazendas do merdes Pernambuco, Silva et
al.(2010) detectaram em um total de 60 amostrasc8iféncias de lesdes sugestivas de
IHHNV, das quais 26 estavam conjugadas a lesOessugs IMNV.

No L.vannameia doenca nado provoca elevados indices de modalida
caracteriza-se pela sindrome do nanismo deformatjwe causa desuniformidade do
lote e deformidades nos individuos (OIE, 2009) nNeroscopia, observa-se necrose no
tecido hematopoiético, corpusculo de inclusdo mickear em varios 6rgaos e tecidos
como branquias, epitélio cuticular e do estbmagoa® linfoide, tecido conectivo, e
musculos estriados (Lightner, 1996; Morales-Covaas; 2010).

E fundamental em qualquer tipo de criacéo aniopat, a medicina veterinaria
preventiva identifique fatores de risco que comnigiln para 0 surgimento ou propagacao

de enfermidades. Nesse estudo de carater anatdoidégieo e epidemioldgico
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objetivou-se verificar a frequéncia das trés enigaates virais, acima citadas, em

quatro fazendas do estado de Pernambuco.

2. Material e Métodos
2.1. Local e coleta das amostras

No periodo de maio a dezembro de 2008, foram amtdst amostras de camarao
em duas fazendas do litoral sul (A e B) e duasni@dag do litoral norte (C e D) do
estado de Pernambuco/Brasil. Avaliaram-se camarégaenos e médios da espécie
Litopenaeus vannameidle um viveiro por fazenda, durante os periodes@so e de
estio. Cada amostra continha 30 individuos, t@atip-se 480 camardes analisados em
16 coletas. Os espécimes foram transportados saldame em baldes contendo agua
originaria dos viveiros, ao Laboratério de SanidddéAnimais Aquaticos (LASAQ) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRP&p p realizacdo das analises.
Dados de manejo como densidade de estocagem, tdenpaoltivo e sobrevivéncia
foram relacionados com os resultados das analises.

2.2. Exame a fresco e histopatologico

Os animais foram pesados e em seguida examinpdosneio de analise a
fresco, tanto macro e microscopicamente, segunaeéimdo descrito por Morales-
Covarrubias (2010). Fragmentos de branquias for@stazlos para a analise molecular
posterior.

Os camardes foram sacrificados por choque térmmditirados e mergulhados
com a solucao de Davidson’s AFA (Humason, 1972mpaecendo no fixador por um
periodo de 24 a 48 horas. Apés esse tempo, formmsféridos ao alcool a 70% até o
momento de serem desidratados, diafanizados, dodwdm parafina e cortados @b

no micrétomo manual. As laminas foram coradas peltodo de hematoxilina-eosina e
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examinadas a microscopia optica, de acordo coracasnendacdes de Behmer et al.
(2003). Foram feitas quatro laminas (1° e 6° segpsesbdominais, hepatopancreas e
branquias) por individuo, totalizando em 1920 laasianalisadas.
2.3. Analise molecular

Os fragmentos de branquias foram coletados emnicdiglpara as extracdes de
DNA e RNA. Os tecidos coletados foram preservadog&nol a 95% e armazenados a
—80°C até realizar as analises moleculares, quemfa@xecutadas no Laboratério de
Genética Aplicada (LAGA) do Departamento de Pes&giecultura da UFRPE.
2.3.1. Extracdo de RNA e DNA

Para a extracdo do RNA as branquias foram maceradatidas em nitrogénio
liquido e em seguida digeridas em Trizol, confoameénstrucdes do fabricante. O RNA
foi ressuspendido em agua ultrapura tratada comM&ERmazenado a —80°C. O DNA
foi extraido de acordo com o protocolo padréo (Saoitbet al. 1989), com algumas
modificacdes. As amostras foram digeridas em 50dgtampéo de extracédo (100 mM
de NaCl, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM de EDTA1% SDS) e 10Qg/mL de
Proteinase K, sendo incubadas a 37°C por 12 hdapurificacdo foi efetuada
utilizando fenol-cloroférmio-alcool isoamilico. ONA foi precipitado com etanol e
ressuspendido em TE (Tris-HClI 10 mM pH 8.0, EDTAnM pH 8.0), sendo
armazenado a -80°C.
2.3.2. PCR para IMNV

A sintese de cDNA e a PCR para o IMNV foi feitdizando o kit GeneAmp EZ
rTth. Em cada 25ul de reacéo foi adicionado: 1@uRMNA; 1x EZ buffer; 2,5 mM de
Mn(OAc),; 2,5 pmol de cada primer especifico para IMNV @lall); 0,3 mM de cada
dNTP e 2,5 U de enzima rTth DNA polimerase. O ctélonico consistiu de um ciclo

inicial de 60°C por 30 minutos e 95°C por 2 minuseguido por 39 ciclos de 95°C por
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45 segundos, 60°C por 45 segundos e 60°C por 7tosinconforme meétodo citado
por Poulos e Lightner (2006).
2.3.3. PCR para IHHNV

Em cada reacdo com volume final de 25 ul paracdate de IHHNV foi
adicionado 100hg de DNA; 1X PCR Buffer; 2 mM de Mggl10 pmoles de cada
primer especifico para IHHNV (Tabela 1); 0,2 mMadela dNTP e 1 U de enzima Taq
DNA polimerase. O ciclo térmico consistiu de umardguracao inicial a 94°C por 4
minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 seégsin55°C por 30 segundos, 72°C

por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 7 min@i@ng et al., 2000).

2.3.4. Nested PCR para WSSV

Na primeira reacdo para deteccdo de WSSV foi@uicio 10G1g de DNA; 1X
PCR buffer; 2,5 mM de Mggl 100 pmoles de cada primer especifico para WSSV
(Tabela 1); 0,2 mM de cada dNTP e 2U de enzimaDMd4 polimerase em 100 ul de
reacao. Na segunda reacao adicionou-se 1ul dotprddul? PCR; primers especificos
(Tabela 1) da nested-PCR, seguindo as mesmas dendi@ primeira reacdo. O ciclo
térmico para as duas PCR foi realizado segundodoéatado por Lo et al. (1996).
2.4. Analise de dados

Os resultados foram submetidos a testes estatisfie hipotese, considerando
cada parametro estudado. Os resultados das fregsé&ws camarbes com presenca de
viroses foram tabulados e analisados pelo testedégpendéncia de Qui-quadrado (com
correcdo de Yates) e pelo teste exato de Fishea t®das as andlises, o nivel de
significancia estabelecido foi de 5% £ 0,05). Para avaliar a relacdo das viroses em
funcdo da densidade de estocagem, estacdo do peeoefoi proposto o seguinte

modelo:
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I:RQViroses)i: Bot B1DE+ B2EA+ B1P; + &

Em que: FRC-frequéncia relativa dos camardes; esd8INV ou IHHNV; By, B1, B2 € B3 -
parametros do modelo; DE- densidade de estocag@émge&acdo do ano; P- pesg;-erro

associado a cada observacédo, com parametro$)(0,

Informacgbes sobre o indice pluviométrico do lital e norte de Pernambuco,
onde se situam as fazendas, foram obtidas no Libiorade Meteorologia de
Pernambuco (LAMEPE) do Instituto de Tecnologia denBmbuco (ITEP).

3. Resultados

No exame a fresco, em todas as 16 amostras atedjsabservaram-se
desuniformidade de tamanho e peso dos camardesedpésimes classificados como
pequeno (peso médio + desvio padrdo foi de 4,332 @), provenientes da fazenda A,
havia deformidade em antenas em 10,00% deles. EgAcea musculatura da cauda
329/480 (68,54%) animais apresentaram opacidadenefcrose muscular. Um fato que
chamou atencdo foi o trato digestivo vazio em 3@/465,42%) dos espécimes
examinados, pois 0s animais aparentemente ndoasstamn muda. Nos camardes
analisados néo foram encontrados, macroscopicapm@rtbuma alteracdo sugestiva de
infecgéo por WSSV.

No exame microscoépico, ndo foram detectadas |lexdgsstivas de IMNV nos
animais de porte médio (peso médio + desvio paded®),28 + 1,35¢g) da fazenda A, nos
espécimes pequenos da fazenda C e nos camardemnpsg médios da fazenda D,
durante o periodo chuvoso. Quando observou-sedesideoscopicas, ainda em relacao
a IMNV, as lesbes foram: necrose e/ou infiltrac@mabcitica e EOL ectdpicos
observadas em 40/480 (8,33%) espécimes. Necrosgerditracdo hemocitica foram
verificadas, tanto na musculatura do cefalotoraxantu nos 5° e 6° segmentos

abdominais (Figura 1).



223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

49
Utilizando-se da andlise molecular, foi encontrade 39/480 (8,12%) dos

animais estavam infectados pelo virus da IMNV (Fag@). Quanto a distribuicéo
geografica e o periodo climatico, constatou-se gas fazendas do litoral sul, a
frequéncia de camardes infectados foi de 20/12(67%), no periodo de estio e de
4/120 (3,33%), no periodo chuvoso. Os resultadesfaizendas do litoral norte foram,
seguindo os mesmos critérios, 10,00% (12/120),ertogo de estio e 2,50% (3/120),
no periodo chuvoso havendo uma diferenca signieatP<0,05) na frequéncia de
animais infectados pelo IMNV nos periodos estudados

As lesBes histopatolégicas sugestivas de IHHNVma@mecrose no tecido
hematopoiético, foi observada em 29/480 (6,04%ijnais. Corpusculos de incluséo
foram mais frequentes no hepatopancreas (60/4800%) e menos frequente no ceco,
estbmago e branquias. De um modo geral, verifieowpse 91/480 (18,95%) dos
animais apresentavam uma ou mais lesdes sugedaévasiNV.

Pela analise molecular verificou-se ainda que 48(5/(44,79%) dos animais
examinados albergavam o virus do IHHNV (Figura(®)anto a distribuicdo geografica
e o periodo climético, nas fazendas do litoral pekiodo de estio, a frequéncia de
camardes infectados foi de 56,67% (68/120) e ndogerchuvoso, foi de 46,67%
(56/120). Nas fazendas do litoral norte, os redokaforam respectivamente 54,17%
(65/120), no periodo de estio e 21,67% (26/12Qertodo chuvoso, havendo diferenca
significativa (P<0,05) na frequéncia de animaiedtddos nas fazendas situadas no
litoral norte.

Com base nos resultados dos exames microscopidasaralise molecular dos
480 camardes ndo se pode demonstrar infeccao petoWSSV (Figura 4).

Em todas as fazendas houve um aumento da frequéaaaimais infectados

com IMNV do periodo chuvoso (7/240 - 2,92%) parpesiodo de estio (32/240 -
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13,33%). Os camardes da fazenda D ndo apresentallsiidV no periodo chuvoso,
assim como em todos os animais pequenos (4,33%g),Aos dois periodos estudados
(Tabela 2).

O IHHNV, presente em todas as amostras de todazasdas, infectou 133/240
(55,42%) dos camardes no periodo de estio e 828407%), no periodo chuvoso. A
menor frequéncia do IHHNV (Tabela 3) foi verificaglas animais pequenos na fazenda
D (16/60 - 26,67%) e a maior frequéncia em anirpaguenos e medios da fazenda B,
ambas as amostras com a mesma frequéncia (37166726). As infec¢cdes simultaneas
pelo IMNV e IHHNV foram detectadas em animais ddaw as fazendas e periodos
climaticos, exceto na fazenda D, quando no peraddwvoso, ndo houve deteccdo do
IMNV.

O indice pluviométrico de 2008 referente ao litaal registrou precipitacdes
acima de 200 mm, com pico de 299,7 mm em agostdps@aior que as precipitacdes
pluviométricas registradas no litoral norte, concopde 248,4 mm em junho. As
precipitacdes registradas no periodo de estioraamniae 50,1 mm a 0,0 mm em outubro
e novembro em 2008, respectivamente.

Ao analisar o peso dos animais e frequéncia dasesr detectadas por PCR
(Tabela 2 e 3), pelo Teste Exato de Fisher, obseseoque ndo houve diferenca
significativa (P0,05) entre animais pequenos e médios. Houve umerom
significativo na frequéncia de IHHNV apenas nosrais médios (33/60 — 55,00%) da
fazenda C (Tabela 3).

Ao relacionar a frequéncia relativa dos camardes ae duas viroses em funcéo
da densidade de estocagem e a estacdo do anmandgdise regressao multipla,

verificou-se que ao excluir as variaveis nao sigaiivas, a densidade de estocagem foi
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272 excluidado modelo de predicdo do IMNV e que a estacdo daoirfluenciou na

273 predicdo das duas viroses (IMNV e IHHNV).

274  FRGuny= 0,0291+ 0,1042EA  (F=12,10; P(F)= 0,013% B6,85%).

275  FRGumny= 0,2058+ 0,0029DE+0,2602EA  (F= 7,15; P(F338]1; R= 74,11%).

276 Em que: FRGuny- frequéncia relativa dos camarbes com Mionecrose
277 Infecciosa Viral, FRGuuny)- frequéncia relativa dos camardes com Necrose
278 Hematopoiética e Hipodermal Infecciosa Viral, EAtagdo do ano, DE- densidade de
279 estocagem, F- estatistica “F” de Fisher, P(F)- Nala probabilidade de F eR
280 coeficiente de determinacao.

281 A melhor sobrevivéncia (90,00%) dos camardes feseolada na fazenda D, no
282 periodo chuvoso (Tabela 4), em que houve o empdegdaixa densidade (29,20
283 camardes M) e o menor tempo de cultivo (66 dias). Sobrevii@nmais baixas foram
284 constatadas nas fazendas B (61,90% a 64,50%) &,8206 a 66,24%), onde houve o
285 emprego de densidades mais elevadas e cultivoslongigs. Foi verificada uma maior
286 frequéncia de infeccdo simultanea (IMNV+IHHNV) rexsiimais das fazendas B (9/60;
287 15,00%) e C (7/60; 11,67%), no periodo de estio.

288

289 4. Discusséao

290 Alteracdes observadas no exame a fresco comondiefe, desuniformidade
291 de tamanho e peso, foram atribuidas a sindromeismo deformativo, caracteristica
292 de estagio cronico da IHHNV na espétievannamei(Kalagayan et al., 1991; OIE,
293 2009). Enfermidades como a IHHNV, mesmo sem altdatidade, podem resultar em
294 consideravel impacto econdémico. As deformidades erescimento reduzido que

295 desvalorizam comercialmente o camardo, além daagdevdo fator de converséo
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alimentar, resultam em perdas financeiras, pois haoretorno adequado dos
investimentos.

Trato digestivo vazio € um indicativo que o arlim@o esta se alimentando. Isso
pode ser atribuido a infestacdo por parasitas quepetem por nutrientes, como
também aos comportamentos naturais, tais comoumjéisiologico no periodo de
muda ou o aumento de movimentacdo aliado a dinioudga ingestdo alimentar,
resultante do instinto migratério em fases lunghMsnes et al., 2004). A hipétese do
nao fornecimento de racdo, antes da coleta, tandegmser considerada.

O exame a fresco, técnica simples e de baixo castpregado rotineiramente
nas fazendas, € importante enquanto diagnodsticeumtigo. Casos como a alta
frequéncia de alteracbes musculares (68,54%), tdd#x nessa pesquisa por exame a
fresco, servem de alerta para se pesquisar asscaosento. No entanto, nas mesmas
amostras, foi verificada pelo exame histopatologipenas 8,33% dos animais com
lesGes sugestivas de IMNV, sendo confirmada, pefdise molecular, a presenca do
virus em 8,12% dos camardes. Esses resultados zmmdas hipoteses de baixa carga
viral nos camardes analisados ou que as alteratdanusculatura podem ter sido
causadas por outros patdgenos (bactérias) ou dawsessantes (desequilibrio no
ambiente de cultivo).

Alteracdo muscular, como opacidade, pode sericaié& tanto na IMNV
quanto em infec¢cdes bacterianas, assim como emc8egs de estresse (Nunes et al.,
2004; Morales-Covarrubias, 2010). Em estudo bautayico realizado por Dourado
(2009), nas mesmas amostras da presente pesqu#sa,donstatadas varias espécies de
Vibrio, tanto no hepatopancreas como na hemolinfa.

A presenca de corpusculos de inclusdo que foi fregsiente no hepatopancreas

do que em outros orgaos, sugere infeccao severdhdNV, de acordo com Morales-
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Covarrubias (2010). Hsieh et al. (2006) constatagaeno hepatopancreas foi o 6rgéo
mais acometido pelo IHHNV, quando poés-larvas e adbltos deMacrobrachium
rosenbergiiforam naturalmente infectados pelo virus. Bez&8®7) verificou lesdes
histopatoldgicas sugestivas de IHHNV frequentesematopancreas, epitélio intestinal
e ceco de animais procedentes de cultivos de PbucaitBrasil.

Lesdes sugestivas de IHHNV foram detectadas ponexastopatdlogico em 91
animais, sendo confirmada por PCR a presenca de gm numero muito maior, 215
dos 480 camardes. Isso € indicativo de que os @&inmfactados pelo IHHNV podem
nao apresentar os sinais clinicos e lesdes casditi@as da doenca, apresentando-se,
portanto assintomaticos, ou com a doenca em fasaljrainda sem lesdes evidentes.
Infeccdo por IHHNV pode ser detectada em todosstégms de vida do camardo.
Entretanto, Boada et al. (2008) detectaram o IHHNWPCR apenas em camardes com
a faixa de peso entre 5 a 6 g , a0 pesquisareng@g®s de animais assintomaticos
constituidos de pés-larvas com 8 a 15 dias, juvmisa 6 g ede 12 a 15g.

Teixeira et al. (2010) verificaram o IHHNV por P@R/ camardes de fazendas
do Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui e constatpravaléncia de 98% em 197
camardes avaliados. Na presente pesquisa a fregqumdHHNYV foi de 44,79% em
480 camardes. Mesmo sendo menor a frequéncia ddlVHém Pernambuco, do que
quando comparada com as verificadas em outrosossta@sileiros, o IHHNV nos
animais cultivados pode tornar-se fator adicioredapa eclosdo ou agravamento de
outras enfermidades.

IMNV ou IHHNV ou a infeccdo simultanea foram maigidenciadas nos
animais de porte médio, apesar de ndo serem gstatisnte diferentes dos camardes
pequenos. Entretanto, uma diferenca significatevdrequéncia de IHHNV em animais

pequenos e médios foi constatada na fazenda C,fondmpregado o maior tempo de
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cultivo (133 dias), conforme pode ser observadd atzela 4. A saude dos camardes
pode estar mais exposta a fatores de risco devittnaamaior permanéncia no viveiro.
Mortalidade entre 40 e 70% e aparecimento de sed@#o relatados em camarfes com
peso a partir de 7 g infectados com o IMNV (Nurtes.e2004; OIE, 2009).

A maior sobrevivéncia (90,00%) foi registrada naémcia do IMNV e na mais
baixa ocorréncia do IHHNV, em cultivos com baixasidade (29,20 cam f e no
menor tempo de cultivo (66 dias) de todas as faeeml que aponta para a conjuncao
de fatores que provavelmente contribuiu para umaaonsobrevivéncia na fazenda D,
no periodo chuvoso.

Densidades elevadas, assim como cultivos longmscensiderados fatores de
risco ao aparecimento ou disseminacao de doengagsiy et al., 2000). Em cultivos
intensivos, as chances de encontrar animais infestpor patdgenos virais € maior que
no habitat natural, onde ndo existem densidademdds e, consequentemente, nao
ocorre vulnerabilidade dos animais por estressadgepor confinamento (Thrusfield,
2004; Cavalli et al., 2008). Segundo Thrusfield @0 faz parte das tendéncias
emergentes da veterinaria, considerar o “bem astaral” que, ultrapassando a simples
auséncia de enfermidades inclui, entre outrosudibdo fisico e auséncia de privacao
de movimentos naturais. Nos peneideos a restrighandvimentos naturais pelo
confinamento € agravada pelas altas densidadefagorecem um maior contato entre
os individuos e, assim, a proliferacdo de doencas.

Em estudo realizado por Silva et al.(2010) foi emclado que o tempo de
cultivo influenciou de forma significativa na sobir&ncia dos camardes com lesdes
sugestivas de IMNV. Cultivos com 60 dias, na preaete lesdes da IMNV, tiveram

sobrevivéncia de 77,02%, enquanto que com 10Qige&sm sobrevivéncia de 56,05%.
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IHHNV e IMNV estiveram mais frequentes em anima#s dazendas do
litoral sul, em que as precipitacdes pluviométrittaam maiores. Segundo Lightner e
Pantoja (2004), a IMNV esta associada a estresm® & ambiental. No entanto, Silva
(2007) verificou maior ocorréncia de lesdes indveat de IMNV no estio de 2006,
época de menor quantidade de chuva, o que elimmamuela ocasido, a possibilidade
de relacdo causal entre desequilibrio ambientabrdemate da chuva e expresséo da
doenca.

Comparando a ocorréncia de IMNV e de IHHNV nos cé@em das quatro
fazendas (Tabelas 2 e 3), verificou-se a preserastente dos virus do primeiro ciclo
de cultivo no periodo chuvoso para o segundo ciclestio. A maior presenca dos dois
virus no estio, periodo com temperaturas mais ééssa menor indice pluviométrico,
indicou influéncia significativa da sazonalidadentrEtanto, é necessario considerar
outros fatores que podem influir na sanidade dosaodes, tais como a duracdo do
intervalo entre os ciclos de cultivo, assepsiawdesiros no periodo de vazio ou ainda
condicao sanitaria das poés-larvas.

No presente estudo ndo foram detectadas as nsabiecas tipicas da WSSV
por exame a fresco. No exame histopatologico, sepiga de corpusculos de inclusédo
em diferentes Orgaos poderia até ser uma das edsticas da WSSV, porém outras
enfermidades como a IHHNV também apresentam coupmssemelhantes (Morales-
Covarrubias, 2010). Os resultados da analise mlale@onfirmaram a auséncia de
circulagcdo do WSSV.

Segundo Peinado-Guevara e LoOpez-Meyer (2006), @mirpadem estar
infectados pelo WSSV e serem assintomaticos, néesaptando sinais clinicos da
doenca, como registrado no Ceara (OIE, 2005). Ateiate, com o facil transito de

pessoas e mercadorias, além de barreiras sanm@iasempre respeitadas, aumenta o
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risco de importar patdgenos de camarao. A pressm@&dSSV em outros estados do
nordeste torna necessario medidas preventivas, eodese pesquisar a existéncia do
virus em Pernambuco.

Considerando os resultados obtidos, constatou-seogemprego de baixas
densidades e cultivos mais curtos podem contriparia a manutencdo do bom estado
sanitario dos espécimes e melhores taxas de sedneia. Desequilibrio no ambiente
aquatico, assim como a sazonalidade e o manejciaig®, devem ser analisados
enguanto fatores que se somam a outros para @obpisurgimento ou agravamento de
doencas, que em sua maioria sdo multifatoriais.

As enfermidades que acometem camardes de cultivev&ntos complexos e 0s
registros exatos e continuos nas fazendas séopemdi&veis para o0s estudos
epidemioldgicos. Esses, identificando fatores deorie associando-os nas analises séo
fundamentais para manter e monitorar a saude dosa@ncultivados e para a boa

produtividade dos cultivos.
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606 Tabela 1. Primers utilizados para deteccdo do IMNMHNV e WSSV.

65

Virus Primer Sequéncia do primer Tamanho do
amplicon
IMNV-F 5'-CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA-3' 328pb (Poulos e

IMNV IMNV-R

IHHNV-392F

IHHNV  IHHNV-392R

WSSV-146F1

WSSV-146R1

WSSV  WSSV-146F2

WSSV-146R2

5-ACT-CGC-CTG-TTC-GAT-CAA-GT-3'

5-GGG-CGA-ACC-AGA-ATC-ACT-TA-3

5-ATC-CGG-AGG-AAT-CTG-ATG-TG-3’

5-ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCT-AG-3

5-TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-A-3'

5'- GTA-ACT-GCC-CCT-TCC-ATC-TCC-A-3'

5-TAC-GGC-AGC-TGC-TGC-ACC-TTG-T-3'

Lightner, 2006)
392pb (Tang et

al., 2000)

1447pb (Lo et

al., 1996)

941 pb (Lo et

al., 1996)

607
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608 Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa de cama@guenos e meédios de fazendas

609 comerciais de Pernambuco/Brasil com IMNV, detectaaoPCR.

Local Estacdo do ano Peso (g)
(Fazenda) Chuvoso Estio Pequerios Médios
A 2(3,33#,54%) 10(16,679,43%f 6(10,0047,59%)  6(10,00+,59%F
B 2(3,334,54%) 10(16,679,43%  4(6,6746,31%)  8(13,33-8,60%}
C 3(5,006,51%F 9(15,000,04%)  4(6,6746,31%}  8(13,33-8,60%}
D 0(0,0090,00%}  3(5,0045,51%F  0(00,0090,0%F  3(5,0045,51%}
Litoral Sul

(A+B) 4(3,3343,21%} 20(16,676,67%f 10(8,334,95%} 14(11,676,74%}
Litoral Norte

(C+D) 3(2,502,79%) 12(10,006,37%f 4(3,338,21%f  11(9,175,16%]}

Todas

A+B+C+D  7(2,922,13%) 32(13,33%,30%) 14(5,832,97%) 25(10,42-8,86%}

610 Letras diferentes, entre colunas da estacdo dmameso, diferem significativamente
611 as frequéncias (P<0,05), utilizando a estatistfoca/ou o teste Exato de Fisher (F). Em

612 que:1l- camardes com peso e desvio padrdo de 4038q; 2- camardes com peso e

613 desvio padrao de 8,28 + 1,359.
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614 Tabela 3. Frequéncia absoluta e relativa de carma@guenos e meédios de fazendas

615 comerciais de Pernambuco/Brasil com IHHNV detectaaloPCR.

Local Estacdo do ano Peso (g)

(Fazenda) Chuvosa Estio Pequerios Médios
A 19(31,6741,77%) 31(51,6742,64%) 29(48,3342,64%) 21(35,0042,07%}
B 37(61,6742,30%) 37(61,6742,30%) 37(61,6742,30%) 37(61,6742,30%}
C 14(23,3340,70% 37(61,6742,30%) 18(30,0041,60%) 33(55,0042,59%)
D 12(20,0040,12%§ 28(46,6742,62%§ 16(26,6741,19%§ 24(40,0042,40%3

Litoral Sul

(A+B) 56(46,67-8,93%)  68(56,678,87%f  66(55,008,90%)  58(48,338,94%}
Litoral Norte
(C+D) 26(21,67%,37%}  65(54,178,92%f  34(28,338,06%) 57(47,50-8,93%F
Todas

A+B+C+D  82(34,176,00%) 133(55,426,29%f 100(41,676,24%) 115(47,926,32%)

616 Letras diferentes, entre colunas da estacdo dmameso, diferem significativamente
617 as frequéncias (P<0,05), utilizando a estatistfoca/ou o teste Exato de Fisher (F). Em

618 que:1l- camarbes peso e desvio padrao de 4,33 ;0,29 camardes peso e desvio

619 padréo de 8,28 + 1,35g.
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620 Tabela 4. Densidade, tempo de cultivo e sobreviaéde camardes (cam) das

621 fazendas pesquisadas.

Fazenda Periodo Densidade (caif) m Tempo cultivo (dias)  Sobrevivéncia (%)
A Chuvoso 19,00 98 85,00%
Estio 20,00 98 87,00%
B Chuvoso 91,80 86 61,90%
Estio 88,93 104 64,50%
C Chuvoso 44,64 133 66,24%
Estio 41,25 95 61,82%
D Chuvoso 29,20 66 90,00%
Estio 21,60 75 81,00%

622
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624 Figura 1. Infiltracdo hemocitica e edema na musardado cefalotorax.
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627

628

Figura 2. Gel de agarose a 2% corado com Bromettide. Amostra de camardo 1 é
positiva e de 2 a 9 sdo negativas para o IMNV; €ontrole positivo; C - : controle

negativo (agua ultra-pura) e M, marcador de pedecautar de 100pb.
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632

Figura 3. Gel de agarose a 1,6% corado com Brodetétidio. Amostras de camardes
1 a 14 sao positivas para o IHHNV; C +: controlsifieo; C - : controle negativo (Agua

ultra-pura) e M, marcador de peso molecular de R00p
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Figura 4. Gel de agarose a 1,% corado com Broneet6tidio. Amostras de camardes
1 a 12 sdo negativas para o WSSV; C +: controlgiymsC - : controle negativo (agua

ultra-pura) e M, marcador de peso molecular de R00p
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6. ARTIGO II

Parte dos resultados obtidos durante o trabalherempntal dessa tese sera apresentada
no artigo intitulado “Frequéncia de protozoarioslteracoes morfolégicas do camarao

marinho cultivado em Pernambuco, Brasil.”(manusgrifue se encontra anexado.
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Frequéncia de protozoarios e alteracées morfolégisalo camardo marinho
cultivado em Pernambuco, Brasil.
Ver6nica Arns da SilVa Virginia Fonseca da PedrdsBernando Leandro dos Sarttos
Paulo de Paula Mendes Emiko Shinozaki Mendés
'Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Damié| de Medeiros s/n, Dois
Irmaos, Recife/PE, Brasil E-mail: veronicaarns@yahoo.com.br,
vikavet@yahoo.com.br, fls@dmv.ufrpe.br, esmendes@uainpe.br.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Depantianae Pesca e Aquicultura, Av.
Dom Manuel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recifefsil>. E-mail:

paulo_ufrpe@yahoo.com.br.

Resumo— Objetivou-se com este trabalho verificar a freqiende protozoarios
externos e internos, assim como, 0s principaisdashaistopatologicos e de analise a
fresco em camardéstopenaeus vannamesultivados de quatro fazendas comerciais do
litoral pernambucano. Camardes de classificacaaegreq(4,33 £ 0,49 g) e média (8,28
+ 1,35 g) foram coletados em duas fazendas dalisul (A e B) e em duas do litoral
norte (C e D) do estado de Pernambuco, durantersdos de chuva e de estiagem.
Foram detectadas alteracbes em hepatopéancreas e(exaniresco - 26,45%,
histopatologia - 39,37%), musculatura (exame acfres 68,54%, histopatologia —
8,33%), branquias (exame a fresco — 50,62%, higitggaa — 39,17%), intestino
(histopatologia — 18,95%) assim como presenca dmpamasitas (histopatologia —
32,70%) e ectoparasitas (histopatologia — 15,82%Maior frequéncia de protozoarios
e/ou alteracOes foi constatada nos animais dasdageB e C, em que foram adotadas

maiores densidades e tempo de cultivo. Existe wumpiicao de fatores que determina
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a saude dos camarbes cultivados, portanto invesigga epidemiolégicas séo
necessarias para embasar o monitoramento da sasidaidhais.

Termo para indexacabitopenaeus vannameiregarinas, epicomensais.

Frequency of protozoa and morphological changes afltured shrimp in
Pernambuco, Brazil
Abstract -The aim of this work was to determine the frequeoicgxternal and internal
protozoans, as well as the main histopathologiodirigs and wet mount shrimp grown
in four estates of Pernambuco coast. Shrimps walected in two farms located in the
southern (A and B) and northern (C and D) zoneBavhambuco state during the wet
and dry seasons. Two samples were collected in ehotatic period, small and
medium shrimps. Alterations were detected in hggatoreas (wet mount — 26.45%,
histopathology — 39.37%), muscle (wet mount — 6&5bHistopathology — 8.33%), gill
(wet mount — 50.62%, histopathology — 39.17%) antkstine (histopathology —
18.95%). Moreover, the presence of endoparasitefoffathology - 32.70%) and
ectoparasites (histopathology — 15.83%) were olservhe higher frequency of
protozoa or alterations was found in the B and n$a which used to adopt higher
densities and longer cycle as culture system. Tiger@ conjunction of factors that
determines the health of animals and epidemiolbgiveestigations are needed to
bolster the monitoring of monitoring of animal hbal

Index termsLitopenaeus vannamegregarine, epicomensal.

Introducéo
A carcinicultura mundial € dominada por duas eg®cD camarao tigre,

Penaeus monodoe o camardo branco do Pacifit@openaeus vannaméLightner,
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2005). No Brasil, principalmente no nordestel..sgannameié a principal espécie
cultivada e representa uma alternativa de rapiddygéo de alimento e em alta escala.

Conforme relatado por Subasinghe (2005), para guergia uma carcinicultura
economicamente sustentavel € fundamental um ambéentultivo equilibrado, além
de um monitoramento da sanidade dos camardes,ppavanir 0 aparecimento de
doencas.

As doencas infecciosas sdo causadas por patogemasmissiveis (virus,
bactérias, protozoarios e fungos), enquanto asni@cciosas séo resultantes de outros
agentes como deficiéncia nutricional, fatores @isie quimicos dos ecossistemas de
cultivo, entre outros. Os virus sao relatados comoesponsaveis pelas maiores perdas
na carcinicultura (Walker & Mohan, 2009), no entamrotozoarios e bactérias também
s&o fortes ameacas a producdo de camardo (Fajer-éivial. 2005; Goarant et al.,
2006).

Dentre os protozoarios que causam doencas em casnadrinhos, destacam-se
as gregarinas, que se encontram disseminadas gmotonundo. Sao pertencentes ao
filo Apicomplexa e podem parasitar moluscos biveJvanelideos, insetos, crustaceos
(Leander et al., 2006). Localizam-se no estomagto intestinal e hepatopancreas de
camardes cultivados e silvestres (Chavéz-Sanclaz 2002, Jiménez et al., 2002).

Em camardes com alto grau de infeccdo por gregarioaintestino pode
apresentar alteracdes variadas, tais como colo@paoelada, inflamacéo, hiperplasia
da mucosa, obstrucdo, além de perfuracbes da patedenal. Essas podem favorecer
o inicio de uma infeccdo secundaria, principalmept bactérias (Morales-
Covarrubias, 2010).

O camarao pode se infectar ao se alimentar de oosusvalves e poliquetas do

género Polydora que vivem no fundo de viveiros e que servem dspédeiros
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intermediarios para as gregarinas (Fajer-Avild.€2@05; Leander et al., 2006). Esses
endoparasitos completam seu ciclo de vida no tfagestivo de artropodes marinhos,
como os crustaceos (Cremonte et al., 2005).

Epicomensais sdo protozoarios que frequentemedirem a branquias,
apéndices e cuticula dos camardes, sem que ess@snesecessariamente doentes. No
entanto, quando os camardes estdo doentes ou sudmnetsituacdes adversas, como
estresse ambiental, densidades elevadas, reduzeatigdade limpadora, tornando-se
mais susceptiveis a uma infestacdo massiva pelosnegnsais, 0 que pode acarretar
dificuldade respiratéria, hipoxia (auséncia de 6rig), causando alta mortalidade,
principalmente de camardes juvenis e adultos (Mer@lovarrubias, 2010).

Objetivou-se verificar a frequéncia de protozoalasernos e internos, assim
como, 0s principais achados histopatolégicos e mi@ise a fresco de camardes

cultivados em quatro fazendas do litoral pernamiaoica

Material e Métodos

No periodo de maio a dezembro de 2008, foram azstamostras do camarao
Litopenaeus vannamem duas fazendas do litoral sul (A e B) e duasrfdas do litoral
norte (C e D) do estado de Pernambuco/Brasil. Akain-se camardes de um viveiro
por fazenda, durante os periodos chuvoso (1° delaultivo) e de estio (2° ciclo de
cultivo). Em cada periodo foram realizadas duastas] capturando-se camardes com
porte pequeno e médio. Cada amostra foi constitdédd80 espécimes, totalizando-se
480 camardes analisados de 16 coletas. Os aniarais transportados sob aeracdo ao
Laboratério de Sanidade de Animais Aquaticos (LABAdp Universidade Federal

Rural de Pernambuco (UFRPE), para a realizacaarddises.



99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

88

Os individuos de cada viveiro foram pesados e equida examinados, por
meio de analise a fresco, tanto macro como micpsamente, segundo o método
descrito por Morales-Covarrubias (2010). Apos disema fresco, 0s mesmos foram
sacrificados por choque térmico e em seguidatrafibs e mergulhados na solucéo de
Davidson’s AFA (Humason, 1972), permanecendo nadiix por um periodo de 24 a
48 horas para o0 exame histopatologico. Foram seladds fragmentos em cortes
longitudinais, tanto da musculatura (possibilitarad@isualizacdo do intestino e ceco
posterior), quanto do cefalotérax (possibilitandasualizacdo do hepatopancreas, ceco
anterior), com o propésito de pesquisar endopasgsitomo as gregarinas. Cortes de
branquias também foram feitos com o intuito de fiawi lesdes assim como
protozoarios epicomensais. Os fragmentos foranddgados, diafanizados, incluidos
em parafina. Os blocos de parafina contendo osnieatps foram cortados aupn. As
laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosinaiti et al., 2003).

As frequéncias dos camarbes com protozodarios @u alteragcbes foram
tabuladas e analisadas pelo teste de independ@&mcai-quadrado (com correcao de
Yates) ou pelo teste exato de Fisher. Para todama@sses, o nivel de significancia
estabelecido foi de 5% € 0,05). Para avaliar a relacdo dos protozoaaites;acdes em
funcdo da densidade de estocagem e estacdo ddosmm, propostos 0s seguintes
modelos:

FRCprotozoariosiF Bot P1DEi+ B2EAI+ B3P +g;
Em que: FRC- frequéncia relativa dos camardes;opodirios - gregarinas ou
epicomensaiso, B1, B2 € B3 -parametros do modelo; DE- densidade de estocdgam;

estacdo do ano; P- pesb:erro associado a cada observacéo, com paran{eixss.
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FRC(aIterac;f)es)Tr Bot B1DE+ BoEA+ B3P + &

Em que: FRC- frequéncia relativa dos camardes;agiies — enterite hemocitica (HE)
ou clusteresfo, B1, B2 € B3 -parametros do modelo; DE- densidade; EA- estdggmo;

P- pesoti -erro associado a cada observacéo, com paranfetrss.

Informacgdes sobre o indice pluviométrico do lital e norte de Pernambuco,
onde se situam as fazendas, foram obtidas no Lborade Meteorologia de

Pernambuco (LAMEPE) do Instituto de Tecnologia denBmbuco (ITEP).

Resultados e Discusséo

No exame a fresco, alteracdes macroscopicas cosumifirmidade de tamanho
e peso, trato digestivo vazio e opacidade musdalam registradas em todas as 16
amostras. Desuniformidade de tamanho e peso podérgeiida ao estagio crénico da
Necrose Hematopoiética e Hipodermal Infecciosa (INWH (OIE, 2009). Trato
digestivo vazio e opacidade muscular foram obsesjagspectivamente, em 65,42% e
68,54% do total dos 480 camarfes. Essas alteraédede etiologia diversas, desde o
estresse por densidade elevada, desequilibrio atabiperiodo de muda, manipulacao
excessiva, bem como presenca de patdégenos, sganvielis, bactérias e/ou gregarinas
(Nunes et al., 2004; Morales-Covarrubias, 2010). iBvestigacao bacterioldgica e de
exame a fresco realizadas por Dourado (2009), remsniais 16 amostras do presente
estudo, foram isoladas varias espécies \Milerio, como Vibrio mediterranei V.
alginolyticus V. harveyie V. parahaemolyticus

As alteracbes mais observadas foram no hepatoéncmusculatura e
branquias dos animais pesquisados, assim como seng@ de endoparasitas

(gregarinas) e ectoparasitos (protozoarios epicemgn Também constataram-se
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branquias, telson, urépodos e apéndices avermelhatkvido a expansdo dos
cromatoéforos, indicando estresse nos animais dast@$ amostras. Suas maiores
ocorréncias foram registradas em 50,00% dos anipemjsenos (peso médio e desvio
padrdo de 4,33 £ 0,49g) na fazenda B, periodo dwe em menor frequéncia
(33,33%) em camardes pequenos na fazenda C, nodpedie estio. O estresse €
considerado um fator de risco para o surgimentoopagacao de doencas (Walker e
Mohan, 2009).

No exame histopatologico, necrose e/ou infiltragéscular foram constatadas
em 8,33% dos 480 animais. Camardes de todas asdez@presentaram musculatura
alterada, sendo observada com maior frequénci&modo de estio do que no chuvoso.
As alteracdes microscopicas verificadas no hepatopas, pelo exame a fresco em
animais (26,45%), foram desprendimento do epiddiagevestimento, deformidade dos
tubulos e vacuolos citoplasmaticos, associadossepca de lipideos. Constatou-se pelo
exame histopatdlogico, infiltracdo hemocitica, edeen necrose no hepatopéancreas
caracterizando um processo inflamatério (hepatapatite hemocitica) em 39,37% dos
animais. Essas alteracdes, verificadas tanto nmexafresco quanto na histopatologia,
sugerem um processo de origem infecciosa.

Conforme citado por Morales-Covarrubias (20168)arias no hepatopancreas
podem ser comumente observadas em doencas baz$ertmmo a Hepatopancreatite
Necrosante Bacteriana (NHPB) e/ou vibriose sistémidendes et al. (2007) ao
avaliarem camardes por analise a fresco, verificdesdes significativas nos tubulos do
hepatopancreas e sugeriram que elas poderamasta@rm, relacionadas com o manejo
nutricional, além do envolvimento dos agentes nhienoos.

Nas bréanquias, pelo exame a fresco, sujidades fetms de necrose foram

observados em 50,62% do total dos camardes, seado fraquentes (55,83%) nos
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animais da fazenda C. Na histopatologia, foram min@das nas branquias, sujidades,
necrose, inflamacéo (edema e/ou infiltracdo hemeagjtclusters bacterianos, de forma
similar ao observado por Aguirre-Guzman et al. @0Clusters bacterianos, como os
causados bactérias vibrionaceas, foram observados3@,17% dos espécimes.
Considerando o total dos animais das quatro fazemden base na andlise estatistica,
constatou-se um aumento significativo de clusterperiodo de estio em 45,83% dos
camardes, enquanto no periodo chuvoso a frequiincda 32,50% (Tabela 1).

A localizacdo desses clusters foi na cuticula, digés e branquias, sendo mais
frequentes neste ultimo 6rgdo. Ao considerar d tda fazendas e a variavel peso,
houve um aumento significativo dessa alteracdocaosardes meédios (peso e desvio
padrdo de 8,28 + 1,35¢g), com ocorréncia de 47,50%.achados mencionados séo
indicativos de que se deva dar maior atencao &@rde manejo, principalmente, no
periodo de estio, evitando assim, o estresse eegoestemente, a acdo de patdbgenos
oportunistas como as bactérias vibrionaceas.

Epicomensais foram encontrados pelo exame histogaté em 15,83% do
total de 480 camarfes, sendo as branquias o sititbraico mais parasitado. Com
excecdo das amostras do periodo de estio da fakeriddas as demais evidenciaram a
presenca desses ectoparasitas, sendo em maioérfoegu46,67%) em animais da
fazenda C, no periodo de estio (Tabela 2).

Lopez-Téllez et al. (2009) ao pesquisarem epicomieram camardes de vida
livre e cultivados, verificaram que, nesses ultimosnfestacdo por estes protozoarios
foi maior, o que atribuiram em parte, ao empregalelesidade elevada nos cultivos.
Porém, no presente estudo, a densidade nao exefic&umcia significativa (P0,05) na
frequéncia de parasitismo por esse protozoario.at@@s doentes ou submetidos a

fatores de risco, tais como, ma qualidade da agwaneinfeccdes bacteriana, tornam-se
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mais vulneraveis a infestacdo massiva por epicoamnMendes et al.,, 2007;
Morales-Covarrubias, 2010).

Ao se analisar os dados de todas as fazendasjceoerfe um aumento
significativo na frequéncia dos epicomensais noiopler de estio, em 20% dos
camardes, frente a frequéncia de 11,67%, no pedioaeoso. Ainda em relagcéo o fator
estacdo do ano, alguns achados foram pouco esares, pois em camarfes da
fazenda D ndo houve registro de epicomensais, modeede estio, enquanto que nas da
fazenda C, no mesmo periodo climatico e, na mesmda (litoral norte), houve a
maior frequéncia dos ectoparasitas em 46,67% doarées.

Gregarinas e/ou gametocitos estiveram presente32er% dos 480 camardes
pesquisados, exceto nos espécimes da fazenda RIgTa A maior ocorréncia de
gregarinas foi nos animais médios das fazenda B678d) e da C (51,67%). A
frequéncia desse endoparasito nao foi influenqgeda estacdo do ano e nem pelo peso
dos espécimes.

A mais elevada frequéncia de gregarinas estavaiadsoa enterite hemocitica e
animais com trato digestivo vazio. Essas obsergcgegundo Morales-Covarrubias
(2010), podem ser consequéncia da presenca derigeegapois esse endoparasita
compete com o camarao por nutrientes, além de chasfes na mucosa intestinal. As
gregarinas estavam localizadas, principalmente,estGmago e ceco posterior dos
camardes, o que pode ser confirmativo da ocorré&widisturbio. Chavéz-Sanchez et
al. (2002) também detectaram no exame histopatadgianalise a fresco, a presenca
de gregarinas no estbmago e no intestino de camdi&olfo do México, nas espécies
Litopenaeus setiferygarfantepenaeus aztegs duorarume L. vanammei

Nado foi realizada distincgdo entre os trés génef@sphalobus spp,

Paraophioidinaspp eNematopsisspp de gregarinas que infectam o camardo, muito
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embora, saiba-se que o Ultimo género seja o mamsumente encontrado (Paez-
Osuna et al., 2003). Quando ha infeccdo por gmegmride forma massiva,
principalmente pelo génerdlematopsisspp, as lesdes podem ser severas, com
consequente baixa taxa de sobrevivéncia nos csil{r@jer-Avila et al., 2005).

Em infeccbes massivas por gregarinas, além de uglsirdo intestino e
crescimento reduzido nos camardes, € comum obsemtenite hemocitica (inflamacao
do intestino) (Jiménez et al., 2002). Em camar@ssfdzendas B e C, onde houve as
maiores ocorréncias de gregarinas foi observadbéama maior presenca de enterite
hemocitica de 35,83% e 31,67%, respectivamente.

A enterite hemocitica foi observada em 18,95% @& éspécimes, exceto em
animais coletados no periodo chuvoso e em camanédss no periodo de estio da
fazenda D. Houve nos camardes da fazenda B, umnaoisignificativo desta alteracéo
nos animais médios, atingindo 48,33% dos espéc(iedsela 4). Enterite hemocitica
pode estar associada a presenca de gregarinasammaésm a outros fatores, como nas
irritacbes causadas por toxinas de algas cianafi(Edas-Espericueta et al., 2008;
Morales-Covarrubias, 2010).

O indice pluviomeétrico de 2008 referente ao litaal foi acima de 200 mm,
com pico de 299,7 mm em agosto, sendo maior quareaspitacdes pluviométricas
registradas no litoral norte, com pico de 248,4 ram junho. As precipitacdes
registradas no periodo de estio variaram de 50,lan®® mm em outubro e novembro
de 2008, respectivamente.

O aumento das ocorréncias no estio, tanto dos egyémecciosos, como das
alteracbes morfologicas detectadas, ndo pode rdamidb apenas ao periodo climatico,
ja que tanto no litoral norte quanto no sul, fazsndom o mesmo indice pluvial,

apresentaram percentuais de sobrevivéncia bemsdseA maior frequéncia dos
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achados no estio, segundo cultivo, serve de ajfmta a necessidade de maior
atencdo ao manejo adotado nesse periodo climbgoo,como a necessidade de adocao
de medidas sanitarias rigorosas no intervalo ditsvas. Nao pode ser descartada a
hipotese de limpeza deficiente dos viveiros e guiaithas de manejo terem contribuido
para uma degradacdo do ambiente de cultivo.

Ao relacionar a frequéncia relativa dos camardeRC)Fcom protozoarios
(gregarinas ou epicomensais), enterite hemocifef € clusters bacterianos em funcéo
da densidade de estocagem (DE) e a estacdo de&Anha(raves de regressao multipla,
verificou-se que nao existiu influéncia da estagaoano na frequéncia de camardes
com gregarinas e com enterite hemocitica (EHtretanto, a densidade de estocagem
influenciou de forma significativa na ocorréncia gkegarinas e enterite hemaocitica,
com indice deterministico de 83,74% e 65,72%, ws@enente. Nao houve influéncia
da densidade de estocagem, na frequéncia de car@mdeclusters, assim como, nao
existiu influéncia da densidade de estocagem esti@ do ano na frequéncia de
epicomensais, como pode ser observado, respectitemeas funcdes matematicas
apresentadas abaixo:

FRCgregarinas= -0,1125+ 0,0095DE  (F=30,89; P(F)=0,01%: B3,74%).

FRCgn) = -0,0086+ 0,0044DE (F=11,50; P(F)=0,018%: 65,72%)

FRCcusterm 0,4583-0,1333EA  (F=5,99; P(F)=0,048:R9,99%)

Em que: F - estatistico “F” de Fisher, P(F) - Valer probabilidade de F &R
coeficiente de determinacéao.

As melhores taxas de sobrevivéncia foram regiagaas fazendas A (85,00% a
87,00%) e D (90,00% a 81,00%), nas quais foram tatadas as mais baixas
densidades de estocagem (A - 19 a 20 camarde®m 21,60a 29,20 camardes

As piores sobrevivéncias foram registradas nasntiee B (61,90% a 64,50%) e C
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(61,82% a 66,24%), nas quais foram empregadas iasanaensidades de estocagem
(B - 88,932 91,80 camardes MC - 41,25 a 44,64 camarde&)n

O bom desempenho produtivo observado nas fazendd3,Alemonstrado pelas
altas taxas de sobrevivéncia, pode ser atribufdtoees como boas praticas de manejo,
aquisicao de pos larvas certificadas, dentre ouRos outro lado, nas fazendas B e C,
em que foram empregadas densidades mais elevaddves mais longos (B - 86 a
104 dias, C - 95 a 133 dias), foram registradasesol&ncias mais baixas e as maiores
frequéncias de endo e ectoparasitas, maiores dadat de alteracoes morfologicas tais
como enterite hemocitica, branquias e apéndicesnalleados indicando estresse. A
menor sobrevivéncia nessas duas fazendas poddribeida a ocorréncia simultédnea
dos achados mencionados, somados a outros nasaaloglinessa pesquisa.

Um dos desafios da carcinicultura é o emprego dsidades adequadas ao bem
estar do camardo e que possam, a0 mesmo temp@r tornempreendimento
economicamente viavel, ja que densidades elevaddgam a disseminacéo de agentes
infecciosos (Walker e Mohan, 2009). Igual atenc@eedser dada ao tempo de cultivo,
ja que cultivo prolongado, principalmente na preaende patdégenos, influi

negativamente na sobrevivéncia dos camardes &ilzia, 2010).

Conclusbes
1. Existe uma conjuncéo de fatores que interfere idesdos camardes cultivados
e que investigacdes epidemioldégicas sdo necessqpaa embasar o
monitoramento da sanidade.
2. A densidade de estocagem e o tempo de cultivo eéxentfluencia significativa

na frequéncia de gregarinas e enterite hemaocitica.



298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

96

3. A alta frequéncia de protozoarios (externos e mugy e de clusters
bacterianos, assim como de alteracbes morfolégioascamardes, contribuem

para a baixa taxa de sobrevivéncia.
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400 Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa de camapéguenos e medios com

401 clusters, em funcdo da estacdo do ano e seu pesdazeéndas comerciais de

402 Pernambuco/Brasil.

Local Estacdo do ano Peso (g)

(Fazenda) Chuvosa Estio Pequerios Médios
A 11(18,339,79%)  30(50,0042,65%) 12(20,0040,12%) 29(48,3342,64%)
B 22(36,6742,19%) 30(50,0042,65%)f 25(41,6742,47%F 27(45,0042,59%)
C 24(40,0042,40%) 26(43,3342,54%) 19(31,6741,77%) 31(51,6742,64%)
D 21(35,0042,07%) 24(40,0042,40%)f 18(30,0041,60%F 27(45,0042,59%)

Litoral Sul  33(27,50%,99%)* 60(50,008,95%)° 37(30,838,26%)*  56(46,67-8,93%)"

(A+B)
Litoral ~ 45(37,508,66%)" 50(41,678,82%)* 37(30,838,26%)*  58(48,33-8,94%)"
Norte
(C+D)
Todas  78(32,508,93%)* 110(45,836,30%)° 74(30,836,84%)  114(47,506,32%)°

A+B+C+D

403 Letras diferentes, entre colunas da estacdo domarpeso, diferem significativamente
404 as frequéncias (P<0,05), utilizando a estatistic@ ou o teste Exato de Fisher. Em
405 que:1- Camardes com peso e desvio padrao de 03Pg; 2- Camardes com peso e

406 desvio padrdo de 8,28 + 1,359.
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407 Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa de camapéguenos e medios com

408 epicomensais, em funcdo da estacdo do ano e seu gedsazendas comerciais de

409 Pernambuco/Brasil.

Local Estacdo do ano Peso (g)
(Fazenda) Chuvosa Estio Pequerios Médios
A 2(3,33#,54%)° 6 (10,007,59%)®  4(6,67%6,31%)" 4(6,6746,31%)
B 6(10,007,59%)%  14(23,3340,70%)  5(8,3346,99%) 15(25,0040,96%)°
C 14(23,3340,70%) 28(46,6742,62%)° 26(43,3342,54%) 16(26,6741,19%)
D 6(10,007,59%)®  0(0,000,0%) 3(5,0045,51%)? 3(5,0045,51%
Litoral Sul

(A+B)  8(6,6744,46%) 20(16,676,67%)°  9(7,504,71%)* 19(15,836,53%)"
Litoral
Norte
(C+D)  20(16,676,67%) 28(23,33%7,57%)*  29(24,17%,66%)* 19(15,836,53%)
Todas

A+B+C+D 28(11,674,06%)* 48(20,005,06%F  38(15,834,62%)" 38(15,834,62%)

410 Letras diferentes, entre colunas da estacdo dmameso, diferem significativamente
411 as frequéncias (P<0,05), utilizando a estatistca@ ou o teste Exato de Fisher. Em

412 que:1l- Camardes com peso e desvio padréo de 03®g; 2- Camardes com peso e

413 desvio padrao de 8,28 + 1,35¢g
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414 Tabela 3.Frequéncia absoluta e relativa de camardes pequenogdios com
415 gregarinas, em funcdo da estacdo do ano e seu gestazendas comerciais de

416 Pernambuco/Brasil.

Local Estacdo do ano Peso (g)

(Fazenda) Chuvosa Estio Pequerios Médios
A 6 (10,007,59%) 11 (18,339,79%] 11 (18,339,79%]) 6 (10,007,59%}
B 42 (70,0041,60%) 46 (76,6740,70%§ 39 (65,0042,07%§ 49 (81,678,79%
C 22 (36,6742,19%F 30 (50,0042,65%) 21 (35,0042,07%) 31 (51,6742,64%)
D 0 (0,00-0,00%} 0 (0,00-0,00%} 0 (00,000,00%§ 0 (0,00-0,00%}

Litoral Sul

(A+B) 48 (40,008,77%) 57 (47,508,93%) 50 (41,678,82%) 55 (45,838,92%}
Litoral Norte
(C+D) 22 (18,336,92%) 30 (25,007,75%) 21 (17,506,80%) 31 (25,83%,83%)
Todas

A+B+C+D 70 (29,175,75%) 87 (36,256,08%) 71 (29,585,77%)] 86 (35,836,07%

417 Letras diferentes, entre colunas da estacdo dmameso, diferem significativamente
418 as frequéncias (P<0,05), utilizando a estatistca@ ou o teste Exato de Fisher. Em
419 que:1l- Camardes com peso e desvio padréo de 03®g; 2- Camardes com peso e

420 desvio padrdo de 8,28 + 1,35g.
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421 Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa de camgnéguenos e mediam Enterite

422 hemocitica (EH), em funcdo da estacdo do ano epsso, de fazendas comerciais de

423  Pernambuco/Brasil.

Local Estacdo do ano Peso (g)
(Fazenda) Chuvosa Estio Pequerios Médios
A 3(5,00+5,51%} 3(5,005,51%] 5(8,3346,99%] 1(1,67-8,24%}
B 24(40,0042,40%F 19(31,6741,77%§ 14(23,3340,70%) 29(48,3342,64%}
C 16(26,6741,19%§ 22(36,6742,19%) 18(30,0041,60%) 20(33,3341,93%}
D 0 (0,00-0,00%} 4 (6,676,31%% 4 (6,676,31%7 0 (0,000,00%}
Litoral Sul

(A+B) 27(22,507,47%)  22(18,336,92%)  19(15,836,53%)  30(25,00%,75%}
Litoral Norte
(C+D) 16(13,336,08%)  26(21,67+,37%)  22(18,336,92%)  20(16,676,67%}
Todas

A+B+C+D  43(17,924,85%)  48(20,005,06%)  41(17,084,76%)  50(20,835,14%)

424 Letras diferentes, entre colunas da estacdo dmameso, diferem significativamente
425 as frequéncias (P<0,05), utilizando a estatistca@ ou o teste Exato de Fisher. Em

426 que:l- Camardes com peso e desvio padréo de 03®g; 2- Camardes com peso e

427 desvio padrao de 8,28 + 1,35¢g
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Instrugbes para Submissdo de Trabalhos Na RevistaeBquisa Agropecuéria
Brasileira (PAB)

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inédito® @odem ter sido encaminhados a outro
periddico cientifico ou técnico. Dados publicadagerma de resumos, com mais de 250
palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

A Comisséo Editorial faz analise dos trabalhossadeesubmeté-los a assessoria cientifica.
Nessa andlise, consideram-se aspectos como: esgpsentacdo do artigo segundo as normas
da revista; formulag&o do objetivo de forma claftareza da redacao; fundamentagéo teodrica;
atualizacdo da revisédo da literatura; coerénci@eigiio da metodologia; resultados com
contribuigdo significativa; discusséo dos fatoseolsdos frente aos descritos na literatura;
qualidade das tabelas e figuras; originalidadensisténcia das conclusdes. Apos a aplicacéo
desses critérios, se 0 numero de trabalhos aprevdilapassa a capacidade mensal de
publicacédo, é aplicado o critério da relevanciatied, pelo qual sdo aprovados os trabalhos
cuja contribui¢cdo para o avan¢o do conhecimentttifie € considerada mais significativa.
Esse critério so é aplicado aos trabalhos que etemds requisitos de qualidade para
publicacéo na revista, mas que, em razado do elevaero, ndo podem ser todos aprovados
para publicacdo. Os trabalhos rejeitados séo delesiaos autores e os demais sao submetidos
a analise de assessores cientificos, especialstasea técnica do artigo.

S&o considerados, para publicacéo, os seguintesdetrabalho: Artigos Cientificos, Notas
Cientificas e Artigos de Revisao, este Ultimo aviterdo Editor.

Os trabalhos publicados na PAB séo agrupados eam #enicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia,dtétcnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia

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

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB)r&a publicacdo mensal da Embrapa, que
edita e publica trabalhos técnico-cientificos ovégs, em portugués, espanhol ou inglés,
resultantes de pesquisas de interesse agropedddmimcipal forma de contribui¢cdo é o Artigo,
mas a PAB também publica Notas Cientificas e Regigbconvite do Editor.

Analise dos artigos

A Comisséao Editorial faz a analise dos trabalhdesade submeté-los a assessoria cientifica.
Nessa andlise, consideram-se aspectos como esgopsentacdo do artigo segundo as normas
da revista, formulag&o do objetivo de forma clatareza da redacéo, fundamentacao tedrica,
atualizacdo da revisao da literatura, coerénci@egfio da metodologia, resultados com
contribuicao significativa, discussdo dos fatosolmsdos em relacdo aos descritos na literatura,
qualidade das tabelas e figuras, originalidadensist&ncia das conclusfes. Apoés a aplicagédo
desses critérios, se o numero de trabalhos aprevdiiapassa a capacidade mensal de
publicacédo, é aplicado o critério da relevanciatied, pelo qual sdo aprovados os trabalhos
cuja contribui¢cdo para o avango do conhecimentttifie € considerada mais significativa.
Esse critério é aplicado somente aos trabalhositgmelem aos requisitos de qualidade para
publicacéo na revista, mas que, em razao do elevaero, ndo podem ser todos aprovados
para publicacdo. Os trabalhos rejeitados séo deloshaos autores e os demais sdo submetidos
a analise de assessores cientificos, especialstasea técnica do artigo.
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Forma e preparagdo de manuscritos

- Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditis fgrem dados — tabelas e figuras —
publicadas parcial ou integralmente em nenhum ogtitulo de divulgacao técnico-cientifica,
como boletins institucionais, anais de eventos,uvoados técnicos, notas cientificas etc.) e
ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente@peridédico cientifico ou técnico.
Dados publicados na forma de resumos, com maiS@edavras, ndo devem ser incluidos no
trabalho.

- Sao considerados, para publicacdo, os seguiptesde trabalho: Artigos Cientificos, Notas
Cientificas e Artigos de Revisao, este Ultimo aviterdo Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB s&o agrupadogeas &cnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia,déicnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Bsoaft Word, em espaco duplo, fonte Times
New Roman, corpo 12, folha formato A4, com marg#ng,5 cm e com péginas e linhas
numeradas.

Informacdes necessarias na submisséo on-line deltedhos

No passo 1 da submissao (Inicio), em "comentadasd#or"”, informar a relevancia e o aspecto
inédito do trabalho.

No passo 2 da submisséao (Incluséo de metadadoSjesumo da biografia" de cada autor,
informar a formacéo e o grau académico. Clicar iegidir autor” para inserir todos 0s
coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 2, copiar e colar o titulo, resurterraos para indexacao (key words) do
trabalho nos respectivos campos do sistema. Déapaiparte superior da tela, no campo
"Idioma do formulario”, e selecionar "English". Res a tela (clicar na barra de rolagem) e
copiar e colar o "title", "abstract” e os "indexms" nos campos correspondentes. (Para dar
continuidade ao processo de submisséo, é necegsértanto o titulo, o resumo e os termos
para indexa¢do quanto o title, o abstract e oxitetens do manuscrito tenham sido
fornecidos.)

No passo 3 da submissao (Transferéncia do mara)scidirregar o trabalho completo em
arquivo Microsoft Word 1997 a 2003.

No passo 4 da submissao (Transferéncia de documemptementares), carregar, no sistema
on-line da revista PAB, um arquivo Word com todasatas (mensagens) de concordancia dos
coautores coladas conforme as explicacdes abaixo:

Colar um e-mail no arquivo word de cada coautarareordancia com o seguinte conteudo:
"Eu, ..., concordo com o contetido do trabalhodt#do "....." e com a submissao para a
publicacéo na revista PAB.

Como fazer: Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de coanora, encaminhe-o para o seu
préprio e-mail (assim gerara os dados da mensaggmai: assunto, data, de e para), marque
todo o email e copie e depois cole no arquivo wAssim, teremos todas as cartas de
concordancias dos co-autores num mesmo arquivo.

Organizacao do Artigo Cientifico

- A ordenacéo do artigo deve ser feita da segtmniea:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderegestucionais e eletrénicos, Resumo, Termos
para indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Inggrt, Introducéo, Material e Métodos,
Resultados e Discusséao, Conclus@es, Agradecimddebsréncias, tabelas e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecagitncionais e eletrdnicos, Abstract, Index
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terms, titulo em portugués, Resumo, Termos paexagho, Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Askerigements, References, tables, figures.
- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderagettucionais e eletrénicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abgtrirex terms, Introduccion, Materiales y
Métodos, Resultados y Discusién, Conclusiones, depinientos, Referencias, cuadros e
figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexacaerdeser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espampala o portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginincluindo-se as ilustracdes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempeegssivel.

Titulo

- Deve representar o contetido e o objetivo do linatster no méximo 15 palavras, incluindo-
se 0s artigos, as preposicdes e as conjuncoes.

- Deve ser grafado em letras minUsculas, excattraihicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo @avias como "efeito” ou "influéncia”.

- N&o deve conter nome cientifico, exceto de espdmuco conhecidas; neste caso, apresentar
somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviacdes, formelssnbolos.

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

Nomes dos autores

- Grafar os homes dos autores com letra inicialistaila, por extenso, separados por virgula;
os dois ultimos séo separados pela conjuncaoyegu "and", no caso de artigo em portugués,
espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser sege@idon nimero em algarismo arébico, em
forma de expoente, entre parénteses, corresporaehtemada de enderecgo do autor.

Endereco dos autores

- S840 apresentados abaixo dos nomes dos auteresi®e o enderego postal completos da

instituicdo e o endereco eletrénico dos autoreficados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicdo.

- Os enderecos eletrdnicos de autores da mesnitaig#s devem ser separados por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras mitassaxceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindmeros, preposicdes, conjungdes e artigos.
- Deve ser elaborado em frases curtas e contejetvah 0 material e os métodos, os resultados
e a concluséao.

- N&o deve conter citacdes bibliograficas nem abtenras.

- O final do texto deve conter a principal conctysdm o verbo no presente do indicativo.

Termos para indexagao

- A expresséo Termos para indexagao, seguida depdaios, deve ser grafada em letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula eddsicom letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, cenaidlo-se que um termo pode possuir duas
ou mais palavras.
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- Nao devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome bina#&espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidca®@ROVOC: Multilingual Agricultural
Thesaurusu noindice de Assuntos da base SciELO

Introducéo

- A palavra Introdugéo deve ser centralizada eagatom letras minusculas, exceto a letra
inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizalghtvabalho, situar a importancia do problema
cientifico a ser solucionado e estabelecer sugdeleom outros trabalhos publicados sobre o
assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivoadmé coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centiddiz grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letrasisailas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordenoligica.

- Deve apresentar a descri¢do do local, a da@dedirmeamento do experimento, e indicar os
tratamentos, o numero de repeticBes e o tamanhnidade experimental.

- Deve conter a descricao detalhada dos tratamentagaveis.

- Deve-se evitar 0 uso de abreviagfes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descrito®de que outro pesquisador possa repetir o
experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extelesasicoes de técnicas de uso corrente.
- Deve conter informacao sobre os métodos estat$sti as transformacdes de dados.

- Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando iedis@veis, grafa-los em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial, na margem esiguéa pagina.

Resultados e Discusséo

- A expressao Resultados e Discusséo deve sealizanda e grafada em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figewam ser discutidos.

- As tabelas e figuras séo citadas seqiiencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem seidapro texto, mas discutidos em relacao aos
apresentados por outros autores.

- Evitar o0 uso de nomes de variaveis e tratameaticsviados.

- Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos.

- N&o deve conter afirmacdes que ndo possam gentacas pelos dados obtidos no préprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devemitser rfie final da primeira oragdo do texto em
questao; se as demais sentencas do paragrafoenefee & mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

- N&o apresentar os mesmos dados em tabelas gueasfi

- As novas descobertas devem ser confrontadas @amh@cimento anteriormente obtido.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizagi@f&ada em negrito, com letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com s, A ou As" (pessoas ou instituicées).
Devem conter o motivo do agradecimento.
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Referéncias

- A palavraReferénciasleve ser centralizada e grafada em negrito, ctraslenindsculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periodicos:pelws 70% das referéncias devem ser dos
altimos 10 anos e 70% de artigos de periédicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6828BiNT, com as adaptacdes descritas a
sequir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dossndos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeracéao.

- Devem apresentar os nomes de todos os automsala

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

- Devem conter somente a obra consultada, no @sitagtdo de citacao.

- Todas as referéncias devem registrar uma dgtaldizacdo, mesmo que aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventogaceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentdwadcossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 32004, Santa Maria.
Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de Pds-GraduacaongmariBaria Florestal, 2004. p.153-
162.

- Artigos de periédicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Ideriitacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanéiojaPesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.;AISTA, F.A.S.; BELTRAO,

N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.;MA, E.F. (Ed.).O agronegdcio da
mamona no Brasil Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia: Endotaformacéao
Tecnologica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.OCultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil
Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste; Cruz daslBEmbrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 116p. (Embrapa Agropecuéria Oeste. Sistemasadiucéo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar IAC 2 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens N@®AAVHRR . 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas)gii#as.

- Fontes eletrénicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTEAvaliagéo dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oestrelatorio do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecuéria Oeste, 2004. 9pbi@pa Agropecudria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 182006.

Citacbes

- N&o séo aceitas citacdes de resumos, comunigasdoal, documentos no prelo ou qualquer
outra fonte, cujos dados nédo tenham sido publicados

- A autocitacdo deve ser evitada.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 16828BNT, com as adaptagdes descritas
a seguir.

- Redacdo das citacfes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado comnagira letra maitscula, seguido de virgula
e ano de publicacéo.

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafadosaqamimeira letra maildscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e argdblicacao.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenomein®jpo autor grafado com a primeira letra



695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
127
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749

110

mailscula, seguido da expressao et al., em fomteahovirgula e ano de publicacao.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer enammoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autaresnees destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacéo separados por virgula

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e analdecpcdo do documento original, seguido da
expresséo "citado por" e da citacdo da obra caukult

- Deve ser evitada a citagdo de citagdo, poisscé de erro de interpretacdo; no caso de uso de
citacdo de citacdo, somente a obra consultadacexaar da lista de referéncias.

- Redacdao das citacOes fora de parénteses

- Citacdes com os nomes dos autores incluidosntersg: seguem as orientacdes anteriores,
com os anos de publicacdo entre parénteses; s@@dap por virgula.

Formulas, expressdes e equagdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagipeesentar tamanho padronizado da fonte
Times New Roman.

- Ndo devem apresentar letras em itélico ou negrigxcecdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas seqiencialmenmeglgarismo arabico, e apresentadas em
folhas separadas, no final do texto, apds as refiex@

- Devem ser auto-explicativas.

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

- Os elementos complementares sdo: notas-de-red@pées bibliogréficas.

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

- No cabecalho, os nomes das variaveis que repgagsencontetdo de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivelicerp significado das abreviaturas no titulo
ou nas notas-de-rodapé.

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

- Nas colunas de dados, os valores numéricos dseealinhados pelo Ultimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com colueag dicar vazia no corpo da tabela; dados
nao apresentados devem ser representados pordaferyma nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparacado de médias de tratamentos sa@dtkz no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras minUsculas ou s@ilas, com a indicacdo em nota-de-rodapé do
teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separabecalho do titulo, e do corpo; usa-los ainda
na base da tabela, para separar o contetdo dosndtentomplementares. Fios horizontais
adicionais podem ser usados dentro do cabecalb@ergo; ndo usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Woathdasos recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espagectimb, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

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

- Notas de chamada: séo informac¢@es de carateribspesobre partes da tabela, para
conceituar dados. Séo indicadas em algarismo aratacforma de expoente, entre parénteses, a
direita da palavra ou do numero, no titulo, no ¢calb®, no corpo ou na coluna indicadora. S&o
apresentadas de forma continua, sem mudanca de diepparadas por ponto.
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- Para indicagéo de significancia estatisticasi#inadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (gaifiestivo); * e ** (significativo a 5 e 1% de
probabilidade, respectivamente).

Figuras

- S80 consideradas figuras: graficos, desenhosasr@fotografias usados para ilustrar o texto.
- SO0 devem acompanhar o texto quando forem abswut® necessarias a documentagéo dos
fatos descritos.

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

- Devem ser auto-explicativas.

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

- Nos gréficos, as designacdes das variaveis dos ¥ e Y devem ter iniciais maiusculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras néo-originais devem conter, apés o timlimnte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigaf@omo também é obrigatério o crédito para o
autor de desenhos e graficos que tenham exigidoauigiiva em sua elaboracao.

- As unidades, a fonte (Times New Roman) e o cdgsoletras em todas as figuras devem ser
padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representadosgpoadores contrastantes, como: circulo,
guadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os nimeros que representam as grandezas e reapecarcas devem ficar fora do quadrante.
- As curvas devem ser identificadas na propriarfigavitando o excesso de informacfes que
comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar gdalitecesséria & boa reproducéo grafica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Exceboel Oraw, para possibilitar a edicdo em
possiveis corre¢des.

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

- No caso de gréafico de barras e colunas, usalaedeainza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter kg de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas
em arquivos extensao TIF, separados do arquivexdo.t

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografiasgpo podem ser coloridas.

Notas Cientificas

- Notas cientificas sédo breves comunicacfes, ajigacdo imediata € justificada, por se tratar
de fato inédito de importancia, mas com volumefingnte para constituir um artigo cientifico
completo.

- A ordenacédo da Nota Cientifica deve ser feitaetpiinte forma: titulo, autoria (com as
chamadas para endereco dos autores), Resumo, Tpanaosidexacao, titulo em inglés,
Abstract, Index terms, texto propriamente ditol(imdo introducdo, material e métodos,
resultados e discusséo, e conclusao, sem divRatgréncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentacao da Nota Cientificas@wesmas do Artigo Cientifico, exceto nos
seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se takefgguras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias eitlisisacdes (tabelas e figuras).





