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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo entre pardmetros fisico-quimicos e bioldgicos do
cultivo de camar2o com a enfermidade causada pelo virus da sindrome da mancha-branca (WSSV). Foram
avaliadas a mortalidade, as caracteristicas fisicas e quimicas da agua e do solo, e foram realizados os exames
e as andlises microscopicas a fresco, presenca de vibrios na hemolinfa, além do diagnostico histopatologico
e molecular (PCR) do WSSV, em viveiros de oito fazendas de Santa Catarina, entre 2008 e 2009. O virus foi
detectado em cinco fazendas com registros da enfermidade em ciclos anteriores. A temperatura da agua foi
semelhante entre as fazendas com e sem WSSV, e a mortalidade ocorreu a intervalos ascendentes entre 24,6 ¢
29,29°C. Nao foram encontradas diferencas significativas nos parametros de analises microscopicas a fresco,
tempo de coagulagdo e presenca de vibrios na hemolinfa e sinais clinicos, entre viveiros com e sem WSSV.
As concentragdes de nitrito, silica, fenol e alcalinidade na dgua e pH do solo tiveram diferencas significativas
entre os viveiros afetados ou ndo por WSSV. Os valores de nitrito, silica e pH do solo estavam dentro dos limites
recomendados para o cultivo de camardes, no entanto, isto nao ocorreu com a alcalinidade e a concentragdo de
fenol, o que sugere uma relagdo dos ltimos com a manifesta¢ao da enfermidade da mancha-branca.

Termos para indexacdo: Litopenaeus vannamei, alcalinidade, fenol, virus da mancha-branca, WSSV.

Cultivation parameters and the white spot disease
in shrimp farms in Santa Catarina, Brazil

Abstract — The objective of this work was to evaluate the relationship among physicochemical and biological
parameters in shrimp cultivation with the disease caused by the white spot syndrome virus (WSSV). The
occurrence of mortality, physical and chemical characteristics of water and soil were evaluated, and clinical and
microscopic analyses and the presence of vibrio in hemolymph, were performed as well as the histopathological
and molecular diagnosis (PCR) of the WSSV in ponds of eight farms in Santa Catarina, Brazil, between 2008
and 2009. The virus was detected in five farms, which had displayed the disease in previous cycles. The
temperature of the water was similar among farms independently of the presence of the virus, and mortality
occurred at ascendant temperature intervals, between 24,6 and 29,29°C. No significant differences were found
for the parameters of microscopic analyses among ponds either with or without the virus. Nitrite, silica, phenol
and water-alkalinity concentrations, as well as soil pH values, showed significant differences among the ponds
affected or not by the WSSV. Nitrite, silica and pH values were within the recommended limits for shrimp
cultivation, however this did not occur for the alkalinity and phenol concentrations, wich suggests a relationship
of the latter parameters with manifestation of the white spot disease.

Index terms: Litopenaeus vannamei, alkalinity, phenol, white spot syndrome virus, WSSV.

Introducao virus da sindrome da mancha-branca (WSSV — White

Spot Syndrome Virus) (Lightner, 2005). O primeiro

Enfermidades virais tém provocado sérios impactos  registro da enfermidade da mancha-branca, no Oceano
econdmicos nos cultivos de camardes peneideos  Atlantico, ocorreu em 2005 em fazendas do Estado
nos principais paises produtores, entre as quais se  de Santa Catarina (Seiffert et al., 2005). Assim como
destaca a doenca da mancha-branca causada pelo relatado sobre outros paises, os efeitos da enfermidade
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nessa regido foram desastrosos, tendo provocando
queda de aproximadamente 95% na producdo, que
passou de 4.189 Mg, em 2004, para 172 Mg, em 2009
(Costa, 2010).

Alteracdes na qualidade fisica e quimica da dgua dos
viveiros de cultivo podem ocasionar estresse e alteragao
no estado imunoldgico dos camardes, tornando-os
suscetiveis ao ataque de patogenos (Kautsky et al.,
2000).

Uma das principais caracteristicas da
mancha-branca ¢ a replicagdo viral mediante
condigdes de estresse (Lo et al, 2005). Fatores como a
temperatura da agua, salinidade, oxigénio dissolvido,
amonia, pH e toxinas derivadas de pesticidas tem
sido associados a mortalidades massivas atribuidas ao
WSSV (Fegan & Clifford, 2001).

Poucos estudos foram realizados para buscar uma
associacdo entre os parametros fisico-quimicos e
biologicos e a manifestacdo da mancha-branca em
fazendas de camardo. Corsin et al. (2001) apontaram a
localizagdo das fazendas, o peso médio dos camardes
no primeiro més de cultivo, as datas de povoamento
e o uso de ragdes comerciais como fatores de risco
para infeccdo por WSSV, em sistemas de cultivo de
camardo em arrozeiras no Vietnam. Peinado-Guevara
& Lopez-Meyer (2006) relacionaram a alteracdo de
parametros de cultivo, em consequéncia do periodo de

fortes chuvas, com a ocorréncia de mortalidade pelo
WSSV em viveiros de camarao no México.

Em razdo do grande impacto, causado pelo virus da
mancha-branca na industria de criagdo de camardes do
Estado de Santa Catarina, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a relacdo entre parametros fisico-quimicos e
biologicos do cultivo de camardo com a enfermidade
causada pelo virus da sindrome da mancha-branca.

Material e métodos

O estudo foi realizado em dois viveiros de oito
fazendas de camardes, dos quais seis em 2008 — cinco
no Municipio de Laguna (B, C, E, F ¢ G) ¢ uma no
Municipio de Biguagu (A) — ¢ duas em 2009, no
Municipio de Laguna (D e G) (Tabela 1), no Estado de
Santa Catarina.

A Fazenda A nao teve diagnostico ou mortalidade
pela mancha-branca em ciclos anteriores. A Fazenda B
nao teve mortalidade nem diagnosticos positivos nos
cultivos de 2006 ¢ 2007. A Fazenda C teve mortalidade
no ano de 2006, e ndo teve cultivo no ano de 2007.
A Fazenda D teve mortalidade no ano de 2005 ¢ nado
realizou cultivos em 2006, 2007 e 2008. As Fazendas
E e F tiveram mortalidade em 2004 e 2005, nao
cultivaram no ano de 2006, e tiveram mortalidade em
2007. A Fazenda G teve mortalidade em 2005, 2006

Tabela 1. Localizagdo das fazendas, area dos viveiros, data de povoamento, ocorréncia de mortalidade anterior por
mancha-branca (WSSV) e densidade de camardes por viveiro.

Fazenda Viveirov ~ Municipio Coordenadas Area (ha) Data do Povoamento ~ Mortalidade®  Densidade por m?
A Vi Biguacu 27°24'56,4"S 32 24/1/2008 - 15,0
V3 48°36"22"W 3,7 24/1/2008 - 15,0
B \! Laguna 28°35'24,5"S 45 18/12/2007 - 11,0
V2 48°50'15,1"W 4,9 18/12/2007 10,0
C V2 Laguna 28°31'26,3"S 3,5 5/2/2008 S 9,4
V7 48°47°48,3"W 3,5 5/2/2008 S 9,4
D(2009) V2 Laguna 28°29,7'48"S 5,0 11/2/2009 S 8,0
V3 48°47'54,5"W 4,6 11/2/2009 S 8,6
E V2 Laguna 28°21'44,8"S 4,0 18/12/2007 S 3,8
V3 48°53"21,5"W 3,5 18/12/2007 S 5,7
F \%! Laguna 28°21'47"S 3.4 18/12/2007 S 8,9
V2 48°53'18,5"W 3,1 18/12/2007 S 4,8
G/(2008) V2 Laguna 28°31'31,2"S 2,5 11/1/2008 S 18,0
V3 48°46'58,2"W 1,9 11/1/2008 S 15,8
G/(2009) \"A! Laguna 28°31'31,2"S 2.4 8/12/2008 S 7,9
V2 48°46'58,2"W 2,5 8/12/2008 S 8,0

MQcorréncia de mortalidade por mancha-branca. -, sem ocorréncia de mortalidade; S, com ocorréncia de mortalidade.
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e 2007. No ano de 2008, as fazendas foram povoadas
com pos-larvas de trés origens diferentes; a fazenda A
utilizou pods larvas de banco de reprodutores cultivado
em Santa Catarina; as fazendas B, E e F utilizaram
pos-larvas produzidas a partir de nauplios do Nordeste;
as fazendas C e G, pos-larvas de camardes sobreviventes
a mortalidade por WSSV. No ano de 2009, as fazendas
D e G povoaram com as pos-larvas produzidas a partir
de camardes sobreviventes.

Os cultivos foram monitorados desde o povoamento
até a despesca tendo-se registrado a quantidade de
pos-larvas, peso dos camardes a colheita ¢ biomassa
final, para posterior calculo da sobrevivéncia de
cada viveiro. No caso de ocorréncia de eventos de
mortalidade, foram obtidas informagdes sobre o peso
dos camardes e tempo de cultivo.

Semanalmente, foram coletados entre seis a dez
camardes por viveiro, com auxilio de tarrafa, e o
nimero de coletas por viveiro dependeu do tempo
de cultivo. No momento da coleta, foi realizado o
exame clinico dos camardes por meio da observacao
de alteracdes na colorag@o da carapaga, dos apéndices
(pereidpodos, pledpodos, urdépodos e antenas) e
branquias, deformidades no rostro, abdomen e
apéndices, replecdo intestinal. As informagdes foram
registradas em planilha de amostragem (Cuéllar-Anjel,
2008). Em seguida, os camardes foram colocados em
sacos de plastico com 4gua e oxigénio, para transporte
vivo até o Laboratdrio de Diagnostico para Aquicultura
(LADA), da Empresa de Pesquisa Agropecuaria
e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), no
Municipio de Tubarao. No laboratorio, com os camardes
vivos, efetuou-se o calculo do tempo de coagulacao da
hemolinfa (TCH) em segundos, a partir de amostras de
hemolinfa retiradas com seringa de 1 mL, introduzida
na parte ventral do camardo, entre o cefalotérax ¢ o
primeiro somito abdominal, e espalhadas em lamina
histologica (Aguirre-Guszman & Sanchez Martinez,
2005), no total de 96 analises.

Para a andlise presuntiva de vibrios, amostras
individuais da hemolinfa (entre 0,1 a 0,3 mL) de seis
camardes por viveiro, de sete amostras por fazenda,
foram coletadas em cdmara de fluxo Mini-flow 1
(Marconi, Piracicaba, SP, Brasil), no total de 87 analises.
A hemolinfa de cada camardo foi semeada em uma
placa contendo meio de cultura TCBS (tiosulfato bile
sacarose) (Acumedia, Neogen, Lansing, MI, USA)
para posterior incubag¢do em estufa por 24 horas a

temperatura de 35°C (Cuéllar-Anjel, 2008). Apos o
periodo de incubagdo, foi observado e registrado o
numero de placas com crescimento de colonias de
vibrios em cada amostra, por viveiro, e o resultado foi
expresso em percentual do total de amostras.

Utilizando-se as mesmas amostras de camardes,
procedeu-se a analise a fresco, por meio da montagem de
laminas e observagdo direta de tecidos em microscopio
optico com objetivas de 10, 20, 50 e 100 X (Lightner,
1996; Aguirre-Guszman & Sanchez-Martinez, 2005).
Inicialmente, observou-se a presencga de epicomensais
nos pledpodos, pereidpodos e branquias, e avaliou-
se o grau de estresse a partir da observagdo da
coloragdo dos apéndices e expansdo dos cromatoforos.
Posteriormente, fez-se a dissecagdo dos camardes,
para observacdo de deformidades e quantidade de
lipidios no hepatopancreas e a presenca de gregarinas,
cianobactérias erestos de outros camardes (canibalismo)
no conteudo intestinal. Para cada pardmetro estudado,
foi determinado um valor numérico do grau médio de
severidade, em uma escala de 0 a 4, conforme critérios
descritos por Lightner (1996) e Cuéllar-Anjel (2008).
O numero total de analises diferiu entre os parametros
—entre 123 ¢ 136 — e os resultados foram expressos em
numero de amostras por grau de severidade.

Para a realizagdo de analise histopatologica, foram
capturados camardes vivos, de tamanhos variados, nos
quais foi injetada a solugdo de Davidson, em que foram
mantidos por 24 horas. Em seguida, foram transferidos
para uma solucao de etanol 70%, a qual foi substituida
por outra idéntica apos 24 horas. Foram preparadas
laminas histologicas, coradas em hematoxilina e
eosina (HE), de acordo com procedimento descrito
por Lightner (1996). As laminas foram examinadas em
microscopio Optico, para observacdo da presenca de
nucleos hipertroficos com inclusdes centrais basofilas,
cercadas por cromatina marginal em tecidos de origem
ectodérmica e mesodérmica, caracteristicas de infec¢ao
por WSSV (Wongteerasupaya et al., 1995). Foram
examinadas duas laminas por camardo, no total de
197 camardes analisados, cujo nimero variou entre 0s
viveiros. Os resultados foram expressos pelo nimero
de camardes com diagndstico positivo, em relagdo ao
total de camardes examinados, por viveiro.

A deteccdo do WSSV foi realizada por meio da
analise de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
amostras de pods-larvas, coletadas no momento do
povoamento, ¢ amostras de camardes capturados com
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auxilio de tarrafa, em eventos de mortalidade ou na
despesca de cada viveiro. Cada amostra era composta
por 150 exemplares, pos-larvas inteiras ou pledpodos
retirados dos camardes, fixados em etanol 95% e
armazenados em frascos de plastico de 200 mL, na
proporcao de 1:10. As andlises de PCR foram realizadas
no Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdao
Aquatica e Imunoquimica, da Universidade Federal de
Santa Catarina. Para a extragdo do DNA genémico foi
utilizado o protocolo de Souza (2008) a partir de um
conjunto de tecidos (pos-larvas ou pledpodos) de cinco
animais da amostra inicial. Para pds-larvas foram
realizadas duas andlises por amostra de cada viveiro,
¢ para camardes, foram feitas de duas a quatro analises
de uma unica amostra; sendo que para as fazendas
C e G em 2008, foram realizadas analises em quatro
amostras por viveiro, no total de 16 analises para
pos-larvas e 77 para camardes. A detecgdo do WSSV
foi realizada a partir da amplificagdo de um fragmento
do genoma viral, pela reagdo em cadeia de polimerase
em dois passos, nested PCR, em termociclador de 96
pocos (TGradient, Biometra, Goettingen, DE), tendo-
se utilizado dois pares de iniciadores — WS146F1/
WS146R1 (externos) e WS146F2/WS146R2 (internos)
— descritos por Lo et al. (1996) e recomendados
pela OIE — Organizagdo de Saude Animal (2010).
As reagdes de amplificagdo foram realizadas conforme
Marques (2008), em um volume final de 25 pL, com
1 uL de DNA (100 ng pL"), Tris 10 mol L', MgCl,
3,0 mol L', 200 umol L' de cada dNTP, 140 nmol
L' de cada iniciador (WS146F1 ¢ WS146R1), e 1U
de Tag DNA Polimerase (Biosystems, Curitiba, PR).
A desnaturagdo inicial, a 94°C por 2 min, foi seguida
de 39 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1 min,
anelamento a 55°C por 1 min e 30 s e extensdo a
72°C por 2 min. A extensao final foi realizada a 72°C
por 5 min. Apds a amplificacdo, 1 uL do produto foi
adicionado ao segundo passo de amplificagdo (nested
PCR) em uma mistura idéntica a descrita acima para
a primeira reagdo, tendo sido, neste caso, utilizado o
par de iniciadores WS146F2 e WS146R2. Apos uma
desnaturagdo inicial a 94°C por 3 min, as condi¢des
da reacdo foram as seguintes: anelamento a 55°C por
1 min e extensdo a 72°C por 2 min, seguido de 35 ciclos
de desnaturag@o a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C
por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min. A extensao
final foi realizada a 72°C por 5 min. Como controle
positivo, utilizou-se uma amostra de DNA extraida
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de pleopodo de L. vannamei positivo para o WSSV
(Souza, 2008) e, como controle negativo, foi utilizada
uma amostra sem DNA molde. A analise dos produtos
de PCR foi realizada por meio de eletroforese em gel de
agarose a 2%, ap0s coloragdo com brometo de etideo,
e o resultado foi fotodocumentado em camera digital.
Os resultados foram expressos pelo nimero de analises
positivas, em relagdo ao total de analises realizadas por
viveiro.

A temperatura da agua foi medida por meio de sensor
eletronico de registro de temperatura (Stowaway Tid
Bit, Onset, Pocasset, USA), com medidas de 30 em
30 min, mantido fixo no local de coleta da agua, em
um viveiro por fazenda, com excecdo das fazendas
E e F, onde foi utilizado apenas um sensor por serem
extremantes.

Foram realizadas coletas semanais de agua e
quinzenais de solo do fundo dos viveiros, ao longo
de todo o cultivo, no periodo da manha. As amostras
de agua foram coletadas na comporta de despesca, na
interface dgua/solo, com um frasco coletor, e foram
armazenadas em frascos de plastico. As amostras de
solo foram coletadas na comporta de despesca retiradas
de um perfil de 10 a 15 cm com auxilio de coletor de
solo, e armazenadas em sacos de plastico. Apos a coleta,
as amostras de agua e solo foram acondicionadas em
caixas isotérmicas, para transporte até¢ o Laboratorio de
Diagnostico em Aquicultura, em Tubarao, SC.

Adgua foi previamente filtrada (14 pm) para posterior
analise, conforme metodologia a seguir: pH, salinidade,
por meio de refratdmetro manual (precisdo 0—100%o0)
(S/Mill-E, ATAGO, Saitama, JP); alcalinidade, pelo
método titulométrico de neutralizagdo, adaptado
por Alfakit (2007); sulfetos totais, nitrato, amonia,
nitrito, ferro, ortofosfato, fenol e silica, pelo método
colorimétrico para fotocolorimetro, adaptado por
Alfakit (2007). A concentracao de sulfeto nao ionizavel
(H,S) foi calculada a partir dos valores de sulfeto total
e os valores de pH e temperatura da agua na coleta
(Boyd, 1998). As determinagdes foram realizadas
em um fotocolorimetro (modelo AT100PB, Alfakit,
Florianépolis, SC, Brasil) que apresenta 100 curvas
pré-programadas, compativel com a metodologia
Standard Methods 2005 (American Public Health
Association, 2005) com resolugdo de 0,01 mg L, para
concentracdo, ¢ 0,01 para absorbancia, com precisdo
relativa de 2%. Para cada parametro, foi realizado o
total de 194 analises.



Parametros de cultivo e a enfermidade da mancha-branca 5

Para efetuar as analises de solo (exceto matéria
orgénica), inicialmente, as amostras foram diluidas em
agua destilada, centrifugadas (2078.72 g) por cinco
min e filtradas (14 um). Para o calculo dos parametros,
foram levados em consideracdo o peso da amostra ¢
o volume de agua utilizado. Os parametros fenol,
amonia, nitrato, nitrito, ortofosfato, sulfeto e pH,
matéria organica e aluminio, foram analisados pelo
método colorimétrico para fotocolorimetro, adaptado
por Alfakit (2007), e as determinagdes foram feitas
como descrito anteriormente, com 124 analises por
pardmetro, exceto para matéria organica, com 79
analises.

Os resultados de cada parametro estudado foram
agrupados de acordo com o diagnéstico da presenca
ou auséncia de WSSV, por viveiro. Os resultados das
analises microscopicas a fresco, entre os grupos com ¢
sem WSSV, foram analisadas pelo teste de qui quadrado,
a 5% de probabilidade. Os valores das analises
fisico-quimicas da agua e solo, tempo de coagulacao da
hemolinfa e presuntivo de vibrios, quando observada a
distribui¢do normal e a homogeneidade das varidncias,
foram analisados por meio do teste de comparacdo de
médias “Z” e, caso contrario, pelo teste ndo paramétrico
de Mann Whitney, tendo-se considerado o nivel minimo
de significancia de 5%.

Resultados e discussao

Os resultados dos cultivos nas oito fazendas de
camardes demonstram que houve mortalidade e
diagnostico positivo para WSSV em cinco fazendas,
quatro no ano de 2008 e uma no ano de 2009 (Tabela 2).
Foram registrados diagnosticos positivos parao WSSV
por PCR, nas fazendas: C, viveiros 2 e 3; G, safra 2008,
viveiros 2 e 3; E, viveiro 3; e G, safra 2009, viveiro 2.
E foram registrados diagnosticos por histopatologia,
nas fazendas: C, viveiro 2; F, viveiro 1; G, safra 2008,
viveiros 2 e 3; E, viveiro 3; e G, safra 2009, viveiros 1 e
2. A sobrevivéncia observada nos viveiros das fazendas
afetadas pelo WSSV foi baixa: de 3,26 a 23,8%, com
excecdo do viveiro 1 da Fazenda G, safra 2009 com
65%, onde ocorreu uma despesca emergencial, poucos
dias apos o inicio do cultivo. Nas Fazendas A, B, e D
nao foi verificada mortalidade, e houve sobrevivéncia
com indices entre 36 ¢ 55%, sem a observacdo de
sinais clinicos de WSSV e com diagnosticos negativos
por PCR e histopatoldgico.

A mortalidade e o diagnostico de WSSV ocorreram
em fazendas onde a enfermidade ja havia se manifestado
em ciclos anteriores, com excecdo da Fazenda D,
que permaneceu trés anos sem cultivo apds a ultima
mortalidade por WSSV. Esses resultados indicam que o

Tabela 2. Data da mortalidade, tempo de cultivo e peso dos camardes no periodo de ocorréncia da mortalidade, nimero de
amostras positivas para mancha-branca (WSSV) por PCR, pelo niimero de analises realizadas, nimero de camardes positivos
para WSSV por histopatologia pelo ntimero total analisado e sobrevivéncia final por viveiro.

Fazenda Viveiro  Mortalidade  Tempo de cultivo  Peso namortalidade Diagnostico positivo Sobrevivéncia
(data) (dias) (2) PCR Histopatologia (%)
A \%! - - - 0/3 0/10 36,0
V3 - - - 0/2 0/20 49,8
B V1 - - - 0/4 0/5 53,0
V2 - - - 0/4 0/5 55,0
C \ 3/3/2008 26 4,5 3/13 1/40 <5,0
v7 4/3/2008 27 5,0 6/11 Nr <5,0
V2 - - - 0/2 0/15 47,9
D (2009) V3 - - - 0/2 0/15 41,6
E V2 4/2/2008 47 8,1 Nr Nr 23,8
V3 4/2/2008 47 7,9 2/2 1/7 12,0
F \%! 7/2/2008 50 5,5 0/2 1/6 9,6
\ 7/2/2008 50 6,0 Nr Nr 13,5
V2 3/3/2008 51 5,0 2/8 1/6 5,0
G (2008) V3 3/3/2008 51 5,0 10/14 5/17 3,26
A% 6/1/2009 29 4,5 0/4 3/17 65,0
G (2009) V2 6/1/2009 29 4,0 2/4 1/34 21,5

Nr, ndo realizado; -, sem ocorréncia de mortalidade.
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virus permaneceu nos viveiros ou no ambiente externo
das fazendas infectadas entre os ciclos de cultivo.
Estudos relatam a detecgdo de WSSV, com taxas
superiores a 10%, em amostras de viveiros infectados
e em canais circunvizinhos, 20 meses apds o surto da
enfermidade (Quang et al., 2009).

As mortalidades nos viveiros afetados ocorreu
entre 26 ¢ 51 dias ap6s o povoamento, ¢ o peso dos
camardes varioude 4,0 a 8,1 g. Nessas fazendas, foram
observados camardes com coloracdo avermelhada,
tipica da mancha-branca, presenca de camardes
moribundos e mortos na lateral dos viveiros, presenca
de caranguejos mortos ¢ aves alimentando-se de
camardes mortos. O comportamento da enfermidade
da mancha-branca, observado no presente trabalho, é
semelhante ao descrito em Litopenaeus vannamei no
Equador, onde a mortalidade geralmente ocorreu entre
30 a 40 dias apos o povoamento, com mortalidade de
60 a 95% de 5 a 8 dias apoOs a detec¢do dos sinais
clinicos (Rodriguez et al., 2003). Pérez et al. (2005)
sugerem que as pos-larvas podem ser a fonte inicial da
carga viral, considerando-se também a possibilidade
de aumento da doenga ou mesmo de a fonte do virus
ocorrer em consequéncia de portadores positivos,
que fazem parte do habitat ou da dieta normal dos
camardes. A nao deteccdo de WSSV, nas amostras de
pos-larvas de diferentes origens, por PCR nested, e a
utilizagao das mesmas pos-larvas por fazendas com e
sem mortalidade pela mancha-branca indicam que as
pos-larvas ndo devem ter sido a fonte de entrada de
virus nas fazendas.

Nao foram encontradas diferengas significativas
nos resultados das analises microscopicas a
fresco dos camardes, entre os viveiros com € sem
WSSV (Tabela 3). Foi observado maior percentual
de amostras com graus de severidade de 0 a 2,
nos parametros: presenca de epicomensais nos
pereidpodos, nas branquias e nos pledpodos, presenga
de cianobactérias no intestino e canibalismo. Para os
parametros condi¢des do hepatopancreas, presenca
de gregarinas e grau de estresse, observou-se maior
percentual de amostras com graus de severidade de
2 a 4. Esses resultados indicam problemas de saude
nos camardes cultivados, em todas as fazendas
analisadas, que podem ter influenciado as baixas
sobrevivéncias (inferiores a 65%) das fazendas sem
a presenga de WSSV. Infecgdes severas de gregarinas
podem produzir anomalias no epitélio e mucosa do
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intestino médio, provocar perfuragdes e criar uma
rota de entrada de bactérias oportunistas tipo vibrios
(Goémez-Gil et al., 2001). Além disso, alteragdes
significativas no hepatopancreas, como deformidades
e baixo nivel de lipidios, estdo relacionadas a
problemas nutricionais e presenga de microrganismos
patogénicos (Mendes et al., 2007).

O percentual de camardes, com presenca de
vibrios na hemolinfa, foi de 14% para viveiros com
WSSV, e de 12,8% para viveiros sem WSSV, ¢ nao
houve diferencas significativas entre os viveiros com
e sem WSSY. Ha indicativos de que o processo da

Tabela 3. Percentual de amostras por grau de severidade, de
presenca de epicomensais nas branquias, nos pereidpodos
e nos pledpodos, ocorréncia de canibalismo, presenca de
gregarinas e cianobactérias no contetido intestinal, condigado
de estresse e alteragdes do hepatopancreas em viveiros sem
(-) e com (+) ocorréncia de mancha-branca (WSSV)W.

Parametros Grau de severidade n
0 1 2 3 4

Branquias

WSSV - 84,38 3,13 4,69 7,81 0 64

WSSV + 74,32 1,35 9,46 12,16 2,7 74

Pereiopodos

WSSV - 41,54 10,77 13,85 26,15 7,69 65

WSSV + 53,73 1,49 19,4 13,43 11,94 36

Pledpodos

WSSV - 33,85 3,08 21,54 26,15 1538 65

WSSV + 59,09 1,52 13,64 18,18 7,58 66

Canibalismo

WSSV - 69,35 1,61 19,35 3,23 6,45 62

WSSV + 62,50 0,00 21,88 12,50 3,13 64

Gregarinas

WSSV - 43,0 L5 17,0 15,4 23,1 65

WSSV + 52,0 0 13,8 24,6 9,6 65

Cianobactérias

WSSV - 58,93 0 2321 10,71 7,14 56

WSSV + 64,18 2,99 23,88 5,97 2,99 67

Estresse®

WSSV - 0 1,64 27,87 44,26 26,23 61

WSSV + 0 0 34,85 3939 25776 66

Hepatopancreas®

WSSV - 0 0 41,27 3333 25,4 63

WSSV + 0 0 24,62 46,15 29,23 65

(UN@o foram detectadas diferengas significativas entre viveiros com e
sem WSSV, em todos os parametros, pelo teste de qui-quadrado, a 5% de
probabilidade. Grau de severidade, escala de 0 a 4, segundo Lightner (1996)
e Cuéllar-Anjel (2008). "Numero total de amostras. @PGrau de estresse
avaliado, a partir da observagdo da coloragao dos apéndices e expansido
dos cromatoforos. @Alteragdes no hepatopancreas, deformidades e baixo
nivel de lipidios.
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enfermidade da mancha-branca aumenta muito pela
presenca de bactérias patogénicas ou oportunistas e
por uma possivel associagdo entre surtos de WSSV
com a presenca de vibrios luminescentes em L.
vannamei (Horowitz & Horowitz, 2001).

O tempo médio de coagulagdo da hemolinfa,
observado em viveiros com WSSV, foi de 36,25 s e,
para viveiros sem WSSV, de 37,16 s, sem diferencas
significativas entre os viveiros com o virus e sem o
virus. Valores de tempo de coagulacdo da hemolinfa,
superiores a 30 s indicam a existéncia de problemas
na satde dos camardes (Aguirre-Guszman &
Sanchez Martinez, 2005). O percentual de amostras
com tempo de coagulagdo da hemolinfa superior
a 30 s foi de 83%, para viveiros com WSSV, e de
72%, para viveiros sem WSSV, e pode ser reflexo
dos elevados percentuais de infec¢do por gregarina
e deformidades no hepatopancreas, observados nas
analises microscopicas a fresco.

Os intervalos de temperatura da agua, das fazendas
onde foi observada mortalidade pela mancha-branca,
foram semelhantes aos das fazendas sem mortalidade,
ndo tendo ocorrido oscilagdes bruscas diarias.
A temperatura média didria da agua das fazendas
variou entre: 22,45 ¢ 29,9°C na fazenda A; 22,94 ¢
29,99°C, na fazenda B; 19,17 ¢ 30,10°C, na fazenda C;
19,70 e 29,64°C, na fazenda D; 23,19 e 30,51°C, nas
fazendas E e F; 22,85 ¢ 29,87°C, na fazenda G, safra
2008; e 21,21 e 29,85°C, na fazenda G, safra 2009.
As temperaturas, no dia de inicio da mortalidade,
situaram-se entre: 26,25 e 28,57°C, fazenda C;
24,6 ¢ 27,6°C, fazendas E e F; 27,20 e 29,29°C,
fazenda G, safra 2008; e 25,07 e 26,6°C, fazenda
G, safra 2009. Em todas as fazendas, a mortalidade
ocorreu em periodos de elevagcdo da temperatura da
agua (Figura 1). A elevacdo na temperatura da agua
também se relacionou ao aumento da mortalidade de L.
vannamei infectados experimentalmente com WSSV
(Sonnenholzner & Rodriguez, 2002).

As temperaturas observadas nos periodos de
mortalidade estdo dentro do intervalo de oscilagdao
diaria de 26 a 30°C, registrado em ocorréncias de
mortalidades em cultivos no México, em 2007 (Centro
de Investigaciones Biologicas del Nordeste, 2008).

Na analise dos parametros fisico-quimicos da
agua, foram encontradas diferencas significativas
nas concentragoes de alcalinidade, fenol, nitrito e
silica, entre os viveiros com € sem WSSV, ndo tendo

ocorrido diferengas para os pardmetros amonia,
ferro, pH, nitrato, ortofosfato, salinidade e sulfeto
(Tabela 4).

Para os parametros fisico-quimicos do solo, foram
encontradas diferencas significativas nos valores do
pH entre viveiros com e sem WSSV, e ndo houve
diferencas entre as concentragdes de aluminio,
amonia, ferro, ortofosfato, fenol, sulfeto ¢ matéria
organica.

As concentragdes de nitrito e silica na agua e
o pH do solo estdo dentro ou muito proximos aos
limites considerados adequados para o cultivo de
camardes (Boyd, 2001) e, possivelmente, ndo tiveram
papel relevante na manifestacdo da enfermidade da
mancha-branca.

A alcalinidade esta diretamente relacionada a
fatores importantes durante o cultivo de camardes
como o efeito tampdo e a variagdo diaria do pH da
dgua, a produtividade dos viveiros, a toxicidade
de metais (Boyd & Tucker, 1998) e a ecdise dos
camardes (Chanratchakool, 2003). Nao foram
encontrados estudos que relacionassem a manifestacao
da mancha-branca a valores de alcalinidade em
camardes cultivados. Os valores de alcalinidade
estiveram abaixo dos limites recomendados por Boyd
(2001) para o cultivo de camardes (100 mg L), em
70,4 % das amostras nos viveiros com WSSV, e em
38.34% das amostras nos viveiros sem WSSV, e
podem ter influenciado direta ou indiretamente esses
resultados.

Os fenodis em ambientes aquaticos podem ocorrer
naturalmente, pela decomposicdo de vegetagdo
aquatica, ou pela introdugdo, por efluentes industriais
e esgoto doméstico, ou podem ser formados pela
degradacdo de certos pesticidas no solo (Canadian
Council of Ministers of the Environment, 1999).
A agua de abastecimento das fazendas de camardes,
onde foram verificados os maiores valores de fenol,
¢ captada do Complexo Lagunar Sul de Santa
Catarina, que apresenta forte comprometimento em
consequéncia da poluicdo decorrente da extragdo
de carvao, efluentes industriais, esgoto doméstico,
agrotoxicos ¢ dejetos de suinos (Mufioz Espinosa,
2001).

Nao foram encontrados relatos sobre a toxicidade
do fenol a camardes peneideos, no entanto, para o
camardo Crangon septemspinosa € o molusco Mya
arenaria expostos a concentragdo de 7,5 mg L-'de
fenol, o tempo letal médio (LT 50) foi de 21 horas
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(McLeese et al., 1979). Boyd & Tucker (1998)
incluem o fenol entre os produtos quimicos com risco
de contaminar viveiros de cultivo, com concentracdo
letal média (LC 50) de 10 mg L', em um tempo de
exposicdo de 96 horas, sem mencionar a espécie.
Alguns valores de fenol encontrados estdo proximos
aos limites anteriormente citados, principalmente nas
fazendas E ¢ F (6,97 ¢ 6,55 mg L', respectivamente).
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Essas fazendas estdo localizadas em uma regido
proxima a areas de plantio de arroz e tém solo de
turfa nos seus viveiros, o que poderia ser uma fonte
de fenol. As concentracdoes de fenol encontradas
no presente trabalho podem nao ter atingido niveis
letais, mas niveis sub-letais, suficientes para causar
estresse nos camardes € provocar o surgimento da
enfermidade da mancha-branca.
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Figura 1. Temperaturas maxima, média e minima da agua dos viveiros por fazenda (A, fazenda C; B, fazendas E e F; C,
fazenda G 2008 e D, fazenda G 2009), com a indicac¢do da data de inicio da manifestacdo da mancha-branca.
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Tabela 4. Parametros fisicos ¢ quimicos da agua ¢ do
solo, em viveiros com e sem ocorréncia da mancha-branca

(WSSV)O,
Parametro Viveiros com WSSV Viveiros sem WSSV
Agua
Alcalinidade (mg L) 88,35+23,76a 119,76+48,52b
Salinidade (%o0) 13,7343,72a 12,93+5,33a
Aménia (mg L) 0,61+0,65a 0,84+1,22a
Fenol (mg L) 2,95+1,90a 2,06+1,28b
Ferro (mg L) 0,29+0,24a 0,26+0,19a
Nitrato (mg L") 0,16+0,47a 0,10+0,17a
Nitrito (mg L) 0,03+0,05a 0,02+0,02b
Ortofosfato (mg L) 0,38+0,36a 0,34+0,30a
pH 7,86+0,41a 7,91+0,55a
Sulfeto (mg L) 0,03+0,04a 0,03+0,03a
Silica (mg L) 0,87+0,73a 1,09+0,55b
Solo
Aluminio (mg L) 0,55+0,40a 0,55+0,35a
Amoénia (mg L) 1,60+1,50a 1,51+1,33a
Fenol (mg L) 0,49+0,42a 0,64+0,61a
Ferro (mg L) 1,11+1,25a 0,82+0,52a
Matéria organica (%) 3,84+5,98a 3,26+3,13a
Otofosfato (mg L) 1,07+0,95a 1,26+0,91a
pH 7,68+0,36a 8,04+0,43b
Sulfeto (mg L) 0,06+0,06a 0,07+0,04a

(WMédiast+desvio-padrao, seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si
pelo teste de Mann Whitney ¢ teste “Z” (salinidade ¢ pH solo), a 5% de
probabilidade.

Conclusoes

1. Fazendas de camardes, com historico recente de
ocorréncia da enfermidade da mancha-branca, tém
maiores riscos de incidéncia de surtos.

2. A variacdo na temperatura da agua dos viveiros
entre 24,6 e 29,29°C favorece a manifestacdo
da enfermidade da mancha-branca em camardes
Litopenaeus vannameli.

3. Viveiros de camardes Litopenaeus vannamei, com
elevadas concentragoes de fenol e baixa alcalinidade
da agua, t€m maior ocorréncia da enfermidade da
mancha-branca.
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