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CAVALCANTI, G. G. R. Marcadores moleculares na identificacdo de variantes
genotipicas do virus da sindrome da mancha branca em camardes Litopenaeus vannamei
cultivados no Estado do Ceara. 2020. 99f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2020.

RESUMO: A Carcinicultura no Brasil é uma atividade bastante rentavel, entretanto, é sensivel
a surtos de doencas, com destaque para a Doenca da Sindrome da Mancha Branca (WSSD),
cujo agente causador é o Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) que devido a sua
elevada morbidade e mortalidade, vém acometendo cultivos de camardes em todo o mundo.
Assim, sendo o Estado do Ceard um dos principais produtores de camarao do Brasil, objetivou-
se estudar a incidéncia e a variabilidade genética do WSSV em fazendas do Estado do Ceara.
Este estudo foi organizado em trés etapas, estruturados em capitulos e com objetivos
complementares. O primeiro capitulo € constituido pela construcdo de um referencial teérico,
no segundo capitulo é relatado a caracterizacdo das fazendas em estudo, bem como a influéncia
de par@metros de cultivo na incidéncia de WSSV. No capitulo trés, esta descrita a deteccdo de
amostras positivas para 0 WSSV e o uso de marcadores moleculares para caracteriza-las,
comparando-as em seguida com isolados de outras regides geogréaficas. Por fim, o capitulo
quatro realiza uma analise in silico das regiGes génicas amplificadas nas amostras discutidas no
capitulo trés, buscando estudar as regides variaveis do genoma do WSSV atraveés da anélise das
similaridades evolutivas e divergéncias ao longo do tempo, tracando um perfil filogenético.
Dessa forma, este trabalho traz dados relevantes sobre as variantes do WSSV circulantes no
Estado do Ceard, contribuindo para levantar informacdes, ainda limitadas, sobre a incidéncia

desse virus na regido Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Carcinicultura, Genoma, Nordeste do Brasil, Regides variaveis, WSSV.



CAVALCANTI, G. G. R. Molecular markers in the identification of genotypic variants of
the white spot syndrome virus in Litopenaeus vannamei shrimp cultivated in the State of
Ceara. 2020. 99f. Thesis (Doctorate in Animal Science) - Federal Rural University of the Semi-
Arid (UFERSA), Mossoro-RN, 2020.

ABSTRACT: Shrimp farming in Brazil is a very profitable activity, however, it is sensitive to
disease outbreaks, with emphasis on the White Spot Syndrome Disease (WSSD), whose
causative agent is the White Spot Syndrome Virus (WSSV) which due to its high morbidity and
mortality, have been affecting shrimp farming worldwide. Thus, as the State of Ceara is one of
the main shrimp producers in Brazil, the objective was to study the incidence and genetic
variability of WSSV in farms in the State of Ceara. This study was organized in three stages,
structured in chapters and with complementary objectives. The first chapter consists of the
construction of a theoretical framework, in the second chapter it is reported the characterization
of the farms under study, as well as the influence of cultivation parameters on the incidence of
WSSV. In chapter three, the detection of positive samples for WSSV and the use of molecular
markers to characterize them is described, comparing them with isolates from other geographic
regions. Finally, chapter four performs an analysis of the amplified gene regions in the samples
discussed in chapter three, seeking to study the variable regions of the WSSV genome through
the analysis of evolutionary similarities and divergences over time, tracing a phylogenetic
profile. Thus, this work brings relevant data on the WSSV variants circulating in the State of
Ceard, contributing to raise information, still limited, on the incidence of this virus in the
Northeast region of Brazil.

Keywords: Shrimp farming, Genome, Northeastern Brazil, Variable regions, WSSV.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O virus da sindrome da mancha branca (WSSV) é um dos principais patdgenos que
acometem a carcinicultura a nivel mundial, gerando prejuizos econdémicos ao cultivo de
camardes peneideos, principalmente devido a sua elevada morbidade e mortalidade (VAN
HULTEN et al., 2001; SALEHI, 2010; FLEGEL, 2012; LIGHTNER et al.,, 2012;
STENTIFORD et al., 2012).

A primeira vez que o WSSV foi identificado em fazendas de cultivo, data-se de 1991 na
provincia de Fujian na China, atingindo o Taiwan em 1992, de onde expandiu-se rapidamente
por todo o continente Asiatico, chegando a América do Norte em 1995 (HASSON et al., 2006;
STENTIFORD; LIGHTNER, 2011). Desde entdo, tem sido identificado em fazendas de cultivo
em todo o mundo (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008; MULLER et al., 2010; TAN; SHI,
2011; FENO et al., 2013; PEREIRA et al., 2019).

No Brasil, a carcinicultura tem destaque na regido Nordeste, sendo uma das atividades
mais rentaveis, mas que tém enfrentado dificuldades em seu crescimento, devido ao surgimento
e disseminacdo de enfermidades. No &mbito nacional é também a regido de maior
produtividade, sendo o Estado do Ceard, um dos maiores produtores de camardes Litopenaeus
vannamei (BOONE, 1931) (ABCC, 2017).

O WSSV esta presente no Estado do Ceara desde 2005 (MULLER et al., 2010), contudo,
foi no ano de 2016, que o Estado foi acometido de forma severa por um surto de WSSV em
suas fazendas de cultivo, realidade vivenciada também por outras regides do Pais (ABCC,
2017). Segundo Nunes e Feijé (2016), o WSSV atingiu os principais municipios produtores de
camardo do Estado do Ceard, e que apesar das incalculaveis perdas econdmicas, conseguiu
adotar medidas para minimizar os danos provocados por esse virus em seus cultivos. Ja que
surtos provocados pela doenca da sindrome da mancha branca (WSSD) estdo associados ao
manejo, tais como densidades improprias, mudangas bruscas de salinidade ou de temperatura
(GRANJA et al., 2003; LIN et al., 2012; VIDAL et al., 2001).

Diante da incidéncia persistente do WSSV nas fazendas de cultivo no Estado do Ceara,
e das varias questdes sobre seu modo de infeccdo e propagacéo ainda ndo serem esclarecidas
(SANCHEZ-PAZ, 2010), além de nenhum estudo ter sido publicado até o momento sobre os
gendtipos do virus e sua variabilidade no Estado do Ceara, este trabalho buscou utilizar
marcadores moleculares para investigar a presenca e a epidemiologia do WSSV em fazendas
do Estado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar e caracterizar molecularmente variantes genotipicas do Virus da Sindrome da

Mancha Branca (WSSV) em fazendas de cultivo de camardo Litopenaeus vannamei no Estado do

Ceara.

2.2 Especificos

Investigar a influéncia de parametros técnicos e sanitarios na incidéncia de WSSV;
Detectar a presenca do WSSV em fazendas do Estado do Cearg;

Caracterizar molecularmente 0 WSSV através da analise das regifes minissatélites
ORFs 75, 94 e 125 e das regifes variaveis VRs 14/15 e 23/24;

Calcular as unidades de repeticdo (RUs) dentro das VNTRS para comparagdo com
VNTRs de outros isolados geogréficas;

Identificar a presenca do gene de uma transposase;

Sequenciar e realizar uma analise in silico de regides variaveis do genoma do WSSV,

para determinar afiliac6es filogenéticas aproximadas.
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3 CAPITULO | - DOENCA DA SINDROME DA MANCHA BRANCA NA
CARCINICULTURA

Desde a década de 80, quando a criacdo de camardo cresceu exponencialmente em
diversos paises do mundo, foram identificadas doencas infecciosas nesses animais que surgiram
como fator limitante ao desenvolvimento da carcinicultura. A dispersao de agentes patogénicos
levou a ocorréncia de surtos que geraram grandes perdas econdmicas para a atividade
(LIGHTNER, 1996; BARRACCO, 2004; FLEGEL et al., 2004).

Dentre essas doencas, destacam-se as causadas por agentes virais que estdo entre as
principais causas de prejuizos econdmicas na carcinicultura mundial, e estdo listadas pela
Organizagdo Mundial de Saide Animal (OIE — World Organization For Animal Health)(
LIGHTNER, 2011; OIE 2020). A lista inclui nove enfermidades de notificacdo obrigatoria em
crustaceos, sendo seis destas de etiologia viral, a exemplo da Sindrome da Mancha Branca
(WSD) (OIE 2020).

O Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), é um dos principais agentes
patogénicos responsaveis por infectar diferentes espécies de camardes cultivados em fazendas
de cultivo, tendo sido detectado com alta viruléncia em uma grande variedade de espécies tais
como, Penaeus stylirostri, Penaeus monodon e Litopenaeus vannamei (MAHARDIKA;
ZAFRAN; KOESHARYANI, 2004; DANTAS et al., 2015).

Relatos de alta mortalidade e consequentemente grandes perdas na producdo camaroeira
foram descritos em muitos paises do continente Asiatico e da América Latina (SENAPIN et al.,
2011; ARAFANI; GHAZALI; ALI, 2016). Os animais diagnosticados para a Doenga da
Sindrome da Mancha Branca apresentaram em diferentes fases da vida, desde estagios larvais
ao camardo adulto, tendo sido detectados em todos os tipos de sistema de cultivo (extensivo,
semi-intensivo, intensivo e super intensivo) (KARUNASAGAR; OTTA; KARUNASAGAR,
1997; MAIMUNAH; KILAWATI, 2015).

A manifestacdo de doengas virais nos viveiros de cultivo, estdo associados a fatores
ambientais e a falhas humanas, que atuam como gatilhos para a instalacdo das enfermidades
nesses animais (AOKI et al., 2011; CHAKRABORTI; BANDYAPADHYAY, 2011,
TUMBURU et al., 2012). Condigdes ambientais estressantes provocadas por mudancas bruscas
na salinidade e falhas inerentes a0 manejo, biosseguranca e mé qualidade de pds- larvas sdo
possiveis agravantes dessas condicdes (SCHOCK et al., 2013; RAMOS-CARRENO et al.,
2014).
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3.1 CARCINICULTURA

Atividade que se apresenta como um dos ramos da aquicultura de grande potencial
econémico e que, por isso, por muito tempo repercutiu em resultados positivos em termos de
producdo e rentabilidade. Contudo, seu crescimento acelerado resultou em problemas de ordem
ambiental, econdmica e social (RIBEIRO et al., 2014).

No &mbito mundial a carcinicultura teve origem no oriente, mas especificamente na Asia
durante a década de 30, fato que concentrou o cultivo de camardes marinhos da espécie Penaeus
japonicus nessa regido, com destaque para paises como: India, China, Vietnd, Indonésia e
Tailandia (ROCHA; MAIA, 1998). Atualmente, os paises asiaticos, China, Vietnd, Indonésia,
india e Tailandia dominam o mercado mundial, sendo responséaveis por 80% da producéo,
enguanto no continente americano, destacam-se México, Equador e Brasil (FAO, 2018).

Em 1980, a carcinicultura mundial passou por um rapido crescimento, principalmente
pelo advento de novas tecnologias, a exemplo de mudancas na obtencdo das larvas com o
estabelecimento de larviculturas em substituicdo ao uso de pds-larvas silvestres, que tornavam
o cultivo de camardes mais susceptiveis a entrada de patdgenos (DA SILVA; PINHEIRO;
COIMBRA, 2011; LIGHTNER, 2005). Além disso, tecnologias de incubacdo e avan¢os na
reproducdo dos camardes sdo apontados como medidas que impulsionaram a expansao dessa
atividade (DA SILVA; PINHEIRO; COIMBRA, 2011; LOTZ, 1997).

O camardo Penaeus monodon e uma pequena parcela do Macrobrachium rosenbergii,
Penaeus chinensis e Penaeus japonicus foram as espécies mais cultivadas até o ano 2000, onde
juntos produziam cerca de 730.000 toneladas. Ao longo dos 15 anos seguintes, houve um salto
na producgdo global causada pelo incremento médio de 298% na criacdo de Litopenaeus
vannamei, espécie que mais cresceu e domina o setor, sendo responsavel por 78% de todo

camarao produzindo mundialmente (ROCHA, 2016).

3.2 A CARCINICULTURA BRASILEIRA

O Brasil deu seus primeiros passos para implantacdo de uma carcinicultura solida e
representativa no mercado mundial, na década de 70. A principio, inimeras tentativas voltaram-
se para o cultivo da espécie exotica Penaeus japonicus e depois para espécies nativas, com
destaque para as espécies Farfantepenaeus subtilis, Litopenaeus schmitti e Farfantepenaus
brasiliensis. Porém, foi somente no final da década de 80 e inicio da década de 90 que a
carcinicultura brasileira consolidou-se pelo cultivo da espécie Litopenaeus vannamei (BOONE,
1931) (ABCC, 2017).

Entre os anos de 2002 e 2003, o pais se consolidou como um dos maiores produtores
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das Américas, principalmente pelo dominio da tecnologia de producgédo do camarao L. vannamei

e as condigdes climéaticas favoraveis (POERSCH et al., 2006). Nesse periodo, houve um
aumento de 50 % na producdo, atingindo 90.190 toneladas e uma produtividade média de 6
ton/ha/ano (ROCHA et al., 2004).

No ano de 2004, a expansao da carcinicultura brasileira foi reduzida por fatores como o
surto de Mionecrose Infecciosa (IMNV), que atingiu principalmente o Nordeste, seu principal
polo produtor (NATORI et al., 2011). A crise vivenciada pelo pais foi atribuida também a
grande concorréncia com paises asiaticos, ao excesso de chuvas e a desvalorizacdo do ddlar
atrelada a a¢do “antidumping” realizada em 2003 pelos EUA (XIMENES et al., 2011).

Todos esses acontecimentos afetaram a carcinicultura do pais durante anos, que
sobreviveu gragas ao surgimento de um mercado interno que consumiu quase toda a producao
nacional, abrangendo em 2010, 97,1% (XIMENES et al, 2011). Em 2014, o pais voltou a dar
sinais de recuperacao no mercado externo com exportacdes para a Espanha e Franca (BORBA,
2014). E, atualmente, enfrenta graves perdas econémicas devido a presenca de enfermidades de
dificil controle, a exemplo do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) (ROCHA, 2011;
ABCC, 2017).

3.3 CARCINICULTURA NA REGIAO NORDESTE DO BRASIL

A carcinicultura desenvolvida na regido Nordeste é responsavel por 90% de toda a
producdo nacional. Os estados do Ceara e Rio Grande do Norte sdo 0s maiores produtores,
produzindo juntos uma quantidade estimada em 50 mil toneladas. A lideranca atual estad com o
estado do Rio Grande do Norte, com o estado do Ceara ocupando a segunda posicdo como
maior produtor nacional (IBGE, 2019).

No Estado do Rio Grande do Norte, a carcinicultura teve apoio do governo através da
implantagdo do “Projeto Camardo” durante a década de 70. Contudo, ndo foi suficiente para a
carcinicultura da regido deslanchar, pois pouco foi investido em tecnologia e ndo houve boa
adaptacdo do camardo cultivado (Penaeus japonicus). Somente com o cultivo de Litopenaeus
vannamei, a partir da década de 90, a atividade tornou-se promissora para a economia do estado
(ABCC, 2011).

O cultivo de camardo marinho iniciou-se no Estado do Ceard na década de 80,
enfrentando uma série de dificuldades, assim como em todo o pais. No entanto, o crescimento
da atividade no Estado deu-se principalmente pela alta produtividade do camaréo Litopenaeus
vannamei, que encontrou um ambiente favoravel ao seu desenvolvimento, além de incentivos
governamentais e evolugdo do empresariado do setor, que passou a se capacitar para administrar
seu agronegocio (COSTA et al., 2009).

A regido Nordeste detém a grande maioria das fazendas de camardes do Brasil, além
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disso € onde estdo situados praticamente todos os laboratorios pos-larva. Essas caracteristicas,

atreladas a investimentos governamentais, mao-de-obra barata e boa aceitacdo do produto,
tornam essa regido referéncia no cenario mundial (CAMPQOS, 2006; ABCC, 2013).

De acordo com Sampaio, Costa e Sampaio (2008), a carcinicultura no Nordeste trouxe
beneficios econdmicos e sociais, tais como melhorias nas condi¢cdes de vida de muitos
municipios da regido desde a expansdo da atividade. Ainda segundo estes autores, o setor
agropecuério do Nordeste precisa que a carcinicultura se mantenha firme na geracdo de

emprego e renda, mostrando a grande importancia da atividade.

3.4 DESENVOLVIMENTO DA CARCINICULTURA NO ESTADO DO CEARA

A carcinicultura cearense acompanhou o desenvolvimento da carcinicultura brasileira,
que atingiu seu recorde de producdo no ano de 2003, com uma producdo estimada em 90.190
toneladas de camardo. Tendo o Estado do Ceara contribuido com 25.915 toneladas de camardes,
correspondendo a 28,7% de toda a producdo nacional, colocando o Estado na posicdo de
segundo maior produtor do Brasil (ABCC, 2017).

Nesta mesma época a primeira colocagdo era ocupada pelo Estado do Rio Grande do
Norte que foi acometido por enchentes que provocaram sérios danos ao setor produtivo do
Estado, nos anos de 2004, 2005 e 2009. Com isso, o Estado do Ceard assumiu em 2010 a 12
colocacdo como maior produtor nacional, posicdo atualmente recuperada pelo estado do Rio
Grande do Norte (ABCC, 2017, IBGE, 2019).

O Ceara assim como todos os produtores de camarao da regido Nordeste, conseguiram
superar os entraves provocados pela lei antidumping, pelo processo cambial e as percas na
producdo devido a presenca do virus da mionecrose infecciosa (IMNV) nos viveiros de cultivo
a partir de 2004. Assim, 0 setor continuou sua expansao nos anos seguintes, colocando 0s
municipios cearenses como destaque no &mbito nacional. Neste periodo, 0 municipio de Aracati
tornou-se lider do ranking com 12,56 mil toneladas, seguido pelos municipios de Acarad,
Jaguaruana e Beberibe (ABBC, 2017).

Porém, no ano de 2016 o Estado do Ceara foi acometido de forma severa pelo virus da
sindrome da mancha branca (WSSV) (ABCC, 2017). E, de acordo com Nunes e Feijé (2016) o
virus disseminou-se pelas fazendas da regido do baixo Jaguaribe onde situam-se 0s principais
municipios produtores. E até hoje, trabalhos buscam uma forma de controle e mitigacdo do

virus no Estado do Ceara, bem como em outros Estados do Brasil.

3.4.1 Classificagdo climética dos principais municipios produtores de camaréao do Estado
do Ceara
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O Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente — UNEP (BARROW, 1992),
adota uma classificacdo climéatica de acordo com o indice de aridez para diversos postos
pluviométricos do Estado do Ceara (Figura 1). Dividindo as regides em Semiarido, Semiumido
seco, Subumido timido e Umido.

Algumas mudangas devido a baixa pluviosidade encontrada no Estado do Ceara, quatro
anos apos a primeira classificacdo em 1992 que perdurou até 2012, permitiu reclassificar alguns
municipios. O municipio de Aracati foi um dos municipios que sofreu alteracdo, passando de
Subumido seco para Semiarido (FUNCEME, 2020).

De acordo com o Censo da Carcinicultura do Litoral Sul do Estado do Ceara e Zonas
Interioranas Adjacentes 2015/2016, 15 municipios possuem fazendas ativas na Regido Sul
(Litoral leste e Vale Jaguaribe) sdo eles: Alto Santo, Aracati, Aquiraz, Beberibe, Cascavel,
Fortim, Icapui, Itaicaba, Jaguaribara, Jaguaribe, Jaguaruana, Limoeiro do Norte, Morada Nova,
Russas e Horizonte. Os municipios de Jaguaruana e Aracati S840 0s que possuem 0 maior nimero
de produtores ativos da regido (ABCC, 2017). A classificacdo de cada um desses municipios
estd demonstrada no mapa da Figura 1.

Dessa forma, os municipios de Aracati Jaguaruana e Russas, objetos de estudo dessa
Tese, estdo inseridos no clima Semi-arido. O conhecimento das condicfes climaticas, revelam-
se de extrema importancia para a carcinicultura, principalmente no que se refere ao manejo e
sanidade dos animais de cultivo (FUNCEME, 2020).

Figura 1 - Mapa da classificacdo climatica do Estado do Ceara

SEMI-ARIDCG
I SUB-OrtIe0 SECo

sus~drerea GMEDe

Fonte: FUNCEME, 2020.



32
3.4.2 O Rio Jaguaribe no Semiérido Cearense

O rio Jaguaribe € importante fonte de captacdo de agua para as fazendas produtores de
camardo no Semiarido Cearense, composto por uma bacia que engloba cerca de 50% do Estado
do Ceara, com 610 km de extensdo e 74.000 km? de bacia hidrografica que drena as partes
meridional e oriental do Estado, desaguando no oceano Atlantico (ABREU; LACERDA;
MARINS, 2003). O rio € considerado o0 maior rio seco do mundo (CAMPOQOS, 2006).

Atualmente, assim como em grande parte dos rios da regido Nordeste, o rio Jaguaribe é
constituido por drenagens de pequeno, médio e grande porte. A barragem do Castanh&o, com
6,7 bilhdes de m® de armazenamento de gua, destaca-se como a principal garantia de dgua para
0 Estado do Ceard (CAVALCANTE; CUNHA, 2012; SANTOS et al., 2017).

3.4.3 Estuério do Rio Jaguaribe

Estuarios sdo definidos como sendo um corpo de &gua costeiro semifechado com ligacéo
livre com o0 oceano aberto, no interior do qual a agua do mar é diluida pela &gua doce oriunda
da drenagem continental (HOBBIE, 2000). Porém, as regides semiaridas ndo podem ser assim
definidas, pois sdo caracterizadas por curtos periodos de chuvas e longos periodos de seca, razdo
pela qual sdo denominados de estuarios hipersalinos, cujo aporte de &gua doce somente ocorre
durante as épocas chuvosas do ano (POTTER, 2010).

Com isso, a classificacdo que melhor define as regides semiaridas é adotada por Day
(1980, 1981): Um estuario € um corpo de agua parcialmente fechado no qual é também
permanentemente ou periodicamente aberto para o mar e dentro do qual existe até certo ponto
uma variacdo de salinidade devido a mistura de &gua do mar com &gua doce derivada da
drenagem terrestre.

A regido estuarina do rio Jaguaribe esta localizada no litoral leste do Estado do Ceara,
regido de maior producéo e detentora do maior numero de fazendas de cultivo de camaréo do
Estado do Ceara. O estudrio possui uma extensdo de 36 km e ocupa uma area de
aproximadamente 1.350 km2, envolvendo os municipios de Fortim, Aracati e Itaicaba
(SEMACE, 2020).

3.5 CAMARAO MARINHO Litopenaeus vannamei
O camardo marinho inicialmente classificado como Penaeus vannamei (BOONE, 1931)

e, posteriormente, reclassificado por Pérez Farfante e Kensley (1997) como Litopenaeus

vannamei, pertence a familia dos camardes Peneideos, nativo da costa leste do oceano pacifico,
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entre a regido costeira do México e Peru (FAO, 2016). Conhecido popularmente pelo nome

comercial “camarao-branco-do-pacifico” ou “camario cinza”, foi trazido ao Brasil no ano de
1981, onde a principio foi cultivado em viveiros do estado do Rio Grande do Norte (TAVARES;
MENDONCGCA, 1996).

L. vannamei € uma espécie tipicamente eurialina, sendo capaz de suportar diferencas de
salinidade entre 0,5 e 40 ppt. Por isso, e pela sua capacidade de tolerar variacbes ambientais,
além da sua elevada rusticidade, tornou-se a espécie de camardo mais cultivada mundialmente
(FONSECA et al., 2009).

3.6 CULTIVO EM AGUAS OLIGOHALINAS

Até o inicio dos anos 90 o camardo Litopenaeus vannamei tinha sua producdo restrita
as regibes litoraneas, porém, o elevado custo de implantacdo decorrente dos altos valores
territoriais representavam limitagdo a seu desenvolvimento nessas regides. Diante desses
entraves, varios estudos tracaram estratégias visando o desenvolvimento da atividade em
regibes interioranas, utilizando aguas oligohalinas, visto que os valores das terras no interior
s&o muito inferiores as terras no litoral (PESSOA et al., 2016).

De acordo com Campos e Campos (2006), com o passar dos anos novas fazendas foram
surgindo e se instalando cada vez mais longe das areas litordneas almejando alternativas pra
especulacdo imobiliaria e maior controle de enfermidades, até que os primeiros cultivos em
aguas oligohalinas e doce demonstraram viabilidade econdmica e técnica.

A grande demanda internacional atrelada a sua capacidade de cultivo em baixa
salinidade permitiu que a atividade se desenvolvesse em regides interioranas, impulsionando o
mercado da carcinicultura em paises como Estados Unidos (Arizona, Texas, Alabama e
Flérida), Equador, Panama e Brasil (FIGUEIREDO et al., 2006; FONSECA et al., 2009).

Apesar do sucesso da instalacdo de fazendas de cultivo de camardes L. vannamei em
areas interioranas, existem limitacGes, principalmente em relacdo as regides semiaridas do
Nordeste do Brasil, tais como, baixa disponibilidade hidrica, reduzido conhecimento técnico e
pratico dos carcinicultores e distancia dos fornecedores de insumos. Contrapondo a limitagdo
hidrica, este pode ser um problema solucionado pela atividade, ja que pocos podem ser fonte
de captacdo de agua e serem Uteis durante os periodos de seca tipicos do clima semiarido. A
mé&o de obra capacitada, devido ao conhecimento das caracteristicas da regido, bem como agua
com boa qualidade fisica e quimica para o cultivo, que também séo fatores benéficos ao cultivo
em aguas oligohalinas (PESSOA et al., 2016).

3.7 SINDROME DA MANCHA BRANCA (WSD)
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A WSSD e uma enfermidade causada pelo Virus da Sindrome da Mancha Branca (White

Spot Syndrome Virus - WSSV) (OIE, 2020; LIGHTNER, 2011). Este patogeno foi
recentemente incluido pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como o Unico
membro do novo género Whispovirus dentro da familia Nimaviridae (OIE, 2020).

A sindrome da mancha branca é uma doenca que provoca altas mortalidades nos
camardes criados em cativeiro, podendo atingir até 100% entre 2 e 7 dias (CHOU et al., 1995).
Seus principais sinais clinicos sdo evidenciados pela presenca de manchas brancas na regido
interna do exoesqueleto de camardes L. vannamei, embora possam se distribuir ao longo de
todo o corpo destes animais. As causas dessas lesdes ndo estdo totalmente esclarecidas,
suspeitando-se que a deposicdo anormal de sais de célcio seja responsavel por sua aparéncia
macroscopica (LIGHTNER, 2011).

Além da presenca de manchas brancas, sintomas como coloracdo avermelhada / rosada
e tornar-se moribundo sdo caracteristicos da doenca (CHOU et al., 1995;
WONGTEERASUPAYA et al., 1996). A enfermidade pode ocorrer em todas as fases de vida
do camardo, porém é com um ou dois meses de povoamento em viveiro de engorda, com
gramatura de aproximadamente 3-5g, que sdo mais susceptiveis (WONGTEERASUPAYA et
al., 1996).

De acordo com Oidtmann e Stentiford (2011), os principais fatores de risco para o
desenvolvimento da WSSD em fazendas é a presenca de alteracBes na qualidade da agua,
principalmente em relacdo a mudancas bruscas em parametros como salinidade e temperatura.
Em condi¢cBes experimentais, a temperatura controlada de 32°C, ocorre inibicdo da
multiplicacdo viral, mas a 25°C a letalidade da doenca pode alcancar 100%. Esse fenémeno
explica a predominancia da doenca em periodos com temperaturas mais amenas, tomando como
referéncia o clima do Nordeste, ou em estados como Santa Catarina que devido ao frio
caracteristico da regido foi bastante afetado pelo WSSV e que ainda hoje sofre para manter seu
controle e disseminacdo (LIGHTNER, 2011).

Seu agente etioldgico, o virus da sindrome da mancha branca (WSSV), possui DNA fita
dupla e um dos maiores genomas conhecidos entre os virus. com aproximadamente 300 kbp
(YANG et al., 2001). Dieu et al. (2004) e Marks et al. (2004), analisando os genomas dos trés
isolados de WSSV disponiveis (China, Taiwan e Tailandia), identificaram que algumas dessas
regibes podem ser utilizadas como marcadores moleculares em estudos evolutivos e

epidemioldgicos.

3.8 MARCADORES MOLECULARES

Marcadores moleculares sdo ferramentas utilizadas para identificar variacfes

polimorficas a nivel de DNA, em individuos, espécies e/ou grupos taxonémicos (ZHANG et
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al., 2012). Um marcador molecular ideal deve obedecer a dois critérios de classificacdo:

especificidade da fonte e comportamento conservador. A especificidade de um marcador esta
associada a sua eficiéncia de ligacdo a uma determinada fonte, enquanto o comportamento
conservador é essencial para sua eficacia, pois 0 mesmo ndo deve ser influenciado pelo
ambiente (MARTINS, 2017).

Em estudos aplicados a aquicultura, os marcadores moleculares mais utilizados séo 0s

microssatélites (SSR, do inglés Simple Sequence Repeats) e os de polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) (ZHANG et al., 2012). Esses
marcadores caracterizam-se por terem alto nivel de polimorfismo, capacidade de
reprodutibilidade e classificarem-se como codominantes, possibilitando a diferenciacéo entre
os loci em homozigose daqueles em heterozigose (LIU; CORDES, 2004).

Na Carcinicultura o uso de marcadores moleculares tém sido empregados nos Ultimos
anos, como aliados em estudos de melhoramento genético, anélise de parentesco, além de
estudos sobre a diversidade genética e evolucdo de camardes peneideos (ANDRIANTAHINA;
LIU; HUANG, 2013; CIOBANU et al., 2010; MARALIT et al., 2014; YU et al., 2014).

3.9 VARIACOES GENOTIPICAS NO GENOMA DO WSSV

O genoma completo do virus da sindrome da mancha branca (WSSV), foi depositado
pela primeira vez nas bases de dados do GenBank, obtido a partir de trés isolados geograficos,
oriundos da Tailandia (WSSV-TH; VAN HULTEN et al., 2001; Acc. No. AF369029), China
(WSSV-CN; YANG et al., 2001., 2001; Acc. No. AF332093) e Taiwan WSSV-TW; TSAI et
al., 2000; Acc. No. AF440570). A comparacdo entre esses diferentes isolados geogréaficos de
WSSV, possibilitou a identificacdo de regides génicas com 95% de identidade, mas também de
regides varidveis, que atualmente sdo empregadas para a determinacdo de variantes virais e
estudo da origem e disperséo do virus no tempo e no espaco (DIEU et al., 2004; GUDKOVS;
MURWANTOKO; WALKER, 2014; RODRIGUEZ-ANAYA et al., 2016). Além disso, a
variacdo em varios loci sugere que 0 virus se propagou a partir de um ancestral comum de
Taiwan (MARKS et al., 2004).

O sequenciamento revelou 184 fases abertas de leitura (Open Reading Frames) ORFs e
nove regides com sequéncias de repeticdo em tandem (VAN HULTEN et al., 2001). Até o
momento, pouco se sabe sobre a funcdo da maioria dessas ORFs. S&o conhecidas algumas das
principais regides variaveis, que sao elas: uma regido propensa a recombinacdo ORF14/15, uma
regido com uma grande delecdo ORF23/24, trés regides minissatélites com repeticdes in tandem
de namero variavel (variable number of tandem repeats - VNTRS) denominadas ORF 75, 94 e

125, uma sequéncia de uma transposase presente apenas no WSSV-TW e delecGes de base Gnica
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e polimorfismos de base Unica (single nucleotide polimorphisms — SNPs) (MARKS et al. 2004).

As VNTRs foram propostas para serem marcadores em estudos epidemioldgicos (DIEU
et al., 2004; MARKS et al., 2004; SHEKAR; KARUNASAGAR; KARUNASAGAR, 2005;
WONGTEERASUPAYA et al., 2003), enquanto as ORF 14/15 e 23/24 foram descritas como
ateis na identificacdo de mudancas evolutivas do WSSV (MARKS et al. 2004). A distribuicao
dessas regides no genoma do WSSV pode ser visualizada na representacdo esquematica do
genoma de um isolado da China (WSSV-CH) na Figura 2.

Figura 2 - Representacdo esquematica da localizacdo das regides variaveis do genoma do
WSSV-CH. (hr) regides homdlogas (ORF ou O) janela aberta de leitura

O 23/24wssv4
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hr9
O 141 5.~
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Outras sequéncias completas do genoma do WSSV foram depositadas nos ultimos anos,
provenientes de isolados da Coreia do Sul (WSSV-KR; CHAl et al., 2013; Acc. No. JX515788)
do Egito (Acc. No. 76 KR083866), trés sequéncias da China (Acc. No. KT995472.1,
KT995470.1 e KT995471.1) de um isolado do Brasil (DANTAS et al.,, 2018 Acc. No.
MF784752.1), e, também a sequéncia proveniente de um isolado da Australia (OAKEY;
SMITH, 2018 Acc. No. MF768985.1), além de uma sequéncia do genoma parcial proveniente
do México (RODRIGUEZ-ANAYA et al., 2016) Acc. No. KU216744.1).
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4 CAPITULO Il — ANALISE DA INFLUENCIA DE PARAMETROS TECNICOS E
SANITARIOS NA INCIDENCIA DO WSSV EM FAZENDAS DE CULTIVO DE
CAMARAO Litopenaeus vannamei NO ESTADO DO CEARA, NORDESTE DO BRASIL

RESUMO - Alteragbes nos parametros de cultivo como variagdes bruscas de
temperatura e salinidade tém sido associados a presenca de altas mortalidades por
WSSV nas fazendas de cultivo e, por isso, este trabalho objetivou analisar a influéncia desses
parametros na incidéncia de WSSV em fazendas de cultivo de camar&o do Estado do Ceara. Foi
aplicado um questionario semiestruturado desenvolvido utilizando o software Epi infoTM 7,
para ser respondido por responsaveis técnicos de fazendas localizadas nos municipios de
Avracati, Jaguaruana e Russas no Estado do Ceara, entre os meses julho de 2017 a setembro de
2019. As informacGes quanto ao porte dos empreendimentos, qualidade da agua,
monitoramento de pardmetros como temperatura e salinidade e historico de enfermidades,
foram obtidas pela aplicacdo dos questionarios, que foram tabuladas em planilhas do Excel e
analisadas por estatistica descritiva. A incidéncia de WSSV foi verificada pela analise
presuntiva dos camardes, realizada a partir da analise macroscopica do camarao fresco e por
microscopia Optica. Os questionarios aplicados permitiram o levantamento de informagdes
quanto a fonte de captacdo de agua, mostrando ser variavel dentro das fazendas em estudo. Foi
possivel inferir que a salinidade ndo foi determinante para incidéncia de WSSV, pois ambientes
com diferentes salinidades parecem ter sido acometidos e que a temperatura é determinante na
incidéncia de mortalidade, principalmente em épocas mais frias do ano. Constatou-se ainda
reincidéncia da presenca de WSSV em fazendas acometidas pelo surto de 2016 e que um melhor
monitoramento dos pardmetros de cultivo é indispensével no controle de enfermidades, tendo
sido relatado importante recuperacdo dos viveiros de cultivo com o controle adequado da
temperatura e qualidade da agua. A analise presuntiva possibilitou estimar o grau de severidade
dos sinais clinicos do camardes de cultivo, tendo sido adotados scores de 0 a 4, de acordo com
Lightner (1996). Foram adotados scores entre 3 e 4 para 0 parametro quanto a deposicao de
calcério no cefalotorax, estes scores foram prevalentes em animais com gramatura média entre
2,3 a 4,8¢, sugerindo que animais com peso de até 5g podem ter mais predisposi¢éo a infeccdo
por WSSV. Assim, considerando o impacto que o WSSV pode causar as fazendas de cultivo de
camardo do Estado do Cear4, este estudo comprovou a importancia do acompanhamento diario
dos parametros de cultivo e sua influéncia em animais mais jovens, entre 3 e 5g, na incidéncia

do WSSV, gerando dessa forma, dados cientificos e uma contribui¢do ao setor produtivo.

Palavras-chave: Andlise presuntiva, Salinidade, Temperatura, Virus da Sindrome da Mancha

Branca.
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4.1 INTRODUCAO

No Brasil, o cultivo do camardo marinho Litopenaeus vannamei ocorre principalmente
na regido Nordeste do pais, sendo produzido de forma semi-intensiva em tanques localizados
em aguas costeiras e interiores (SUPLICY et al., 2017).

O Estado do Ceara é hoje o segundo maior produtor de camardo do Nordeste, mas assim
como outros estados do pais, teve sua producdo impactada no ano de 2016 pelo Virus da
Sindrome da Mancha Branca (WSSV) (IBGE, 2019). Antes disso, a carcinicultura cearense
estava em constante expansdo, atingindo em 2015 uma produgdo equivalente a 41.414
toneladas, consolidando-o como maior produtor nacional (ABCC, 2017).

Apesar do WSSV ja ter sido identificado no Estado do Ceara em anos anteriores, 2005
e 2007, foi em junho do ano de 2016 que o virus atingiu os polos produtores cearenses causando
danos severos a producéo e afetando a economia do Estado ( ABCC, 2017; FEIJO et al., 2013).
Diante de mais esse desafio para o setor da carcinicultura do Estado do Ceara, novos métodos
de cultivo precisaram ser adotados para que 0s produtores passassem a conviver com a epidemia
que se instalava. Estratégias ja utilizadas em outros paises para o controle do WSSV foram
adaptadas nas fazendas de cultivo do Cear4, tais como: reducdo da densidade de estocagem para
menos de 10 camardes/ m? nos meses mais frios do ano; manutencdo da temperatura em
sistemas de estufa; adocdo de policultivos com tilapia, onde e quando a salinidade da agua
permitisse (SUPLICY et al., 2017).

Uma das principais caracteristicas do Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) é
sua capacidade de replicacdo viral sob condicdes de estresse (Lo et al., 2005). Desta forma,
alteracbes  nos  parametros de  cultivo como  variagbes  bruscas  de
temperatura e salinidade tém sido associados a a presenca de altas mortalidades por
WSSV nas fazendas de cultivo (FEGAN; CLIFFORD, 2001) O que justifica nosso estudo sobre
a influéncia de parametros técnicos e sanitarios na incidéncia do WSSV em fazendas do Estado

do Ceara.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Area de Estudo e Selecdo das fazendas

Um total de 17 Fazendas situadas nos municipios de Aracati, Jaguaruana e Russas
(Figura 1) foram selecionadas para este estudo, onde o primeiro e 0 segundo representam 0s
dois principais polos produtores do Estado do Ceara de acordo com o Censo da Carcinicultura
do Litoral Sul do Estado do Ceara e Zonas Interioranas Adjacentes 2015/2016 (ABCC, 2017)
e 0 terceiro municipio escolhido pela proximidade com esses dois grandes polos.
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Figura 1 - Localizacdo dos municipios do Estado do Ceara que compdem a area de estudo
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As fazendas foram identificadas a partir de informacGes obtidas diretamente com os

produtores, atraves de vendedores de racOes, de engenheiros de pesca e de responsaveis

técnicos, buscando alcancar o maior nimero de empreendimentos em atividade nos municipios

em estudo. Apos esta etapa de identificacdo e visita aos locais, as fazendas foram selecionadas

mediante presenca de mortalidades e historico de enfermidades (Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de fazendas estudadas por ano de coleta.

Municipios Ano de coleta e Identificacdo das Fazendas
2017 Fazendas 2018 Fazendas 2019 Fazendas
Aracati 3 F3, F4, F7 3 F3, F4, F7 50(-)1 F3, F4, F12, F13, F14
Jaguaruana 3 F2,F5,F8  2(-)1 F2, F5 8 F2, F5, F8, F10, F11,
F15, F16, F17
Russas 2 F1, F6 2 F1, F6 2(-)1 F1, F9
Total = 8 - 7 - 15 -
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F= Fazenda (-) = fazenda ndo analisada neste ano; Fonte: Elaboracdo do autor, 2020.

4.2.2 Caracterizacdo Tecnica e Sanitaria

Foi aplicado um questionario semiestruturado desenvolvido utilizando o software Epi
infoTM 7, contendo 22 questdes com perguntas de carater técnico e sanitario. Os
questionamentos envolveram assuntos desde o ano que a fazenda comecou a operar, seu
tamanho, densidade de cultivo (camardo/m?), forma de captacio de agua, sistema de renovagao
de 4gua, acompanhamento dos parametros fisico-quimicos, além do historico de doengas (anexo
1).

De acordo com as informag6es obtidas nos questionérios as fazendas foram classificadas
quanto ao porte do empreendimento seguindo as categorias adotadas pela ABCC, 2017: micro
(55,0 hectares), pequeno (>5,0 < 10,0 hectares), médio (>10,0 < 50,0 hectares) e grande (>50,0
hectares). Tendo sido também adotada a metodologia de Boyd (2001) para classificar as
fazendas quanto a salinidade da &gua que abastece os cultivos (Tabela 2). As informac6es
levantadas pela aplicacéo dos questionarios foram tabuladas em planilhas do Excel e analisadas
por estatistica descritiva.

4.2.3 Analise Presuntiva

No total, foram amostradas 17 fazendas a partir de trés coletas, realizadas em julho de
2017, maio e julho de 2018 e agosto e setembro de 2019. Foram coletadas amostras de 10
camardes de cada uma das 17 fazendas analisadas, tendo sido de 8 fazendas em 2017, 7 fazendas
em 2018 e 15 fazendas em 2019, totalizando 300 animais durante os trés anos de coleta. Os
animais coletados possuiam gramaturas entre 2 e 10g e foram capturados diretamente das
bordas dos viveiros com o auxilio de tarrafas e transportados em recipientes pléasticos com gelo
para o Laboratério de Sanidade Aquatica da Universidade Federal Rural do Semi-arido —
UFERSA.

A analise presuntiva ou a fresco € uma técnica empregada para monitorar o estado de
saude dos organismos por meio da identificacdo de caracteristicas morfologicas tipicas de
diversas patologias que acometem o camardo de cultivo. Porém, este trabalho restringiu-se a
avaliar a influéncia dos sintomas apresentados para a incidéncia do Virus da Sindrome da
Mancha Branca (WSSV). A principio foi realizada uma observacdo macroscopica para
identificar caracteristicas visuais e em seguida procedeu-se a montagem das laminas e
observacdo direta de tecidos em microscopio Optico com objetivas de 10, 20, 50 e 100 X
(LIGHTNER, 1996; AGUIRRE-GUSZMAN; SANCHEZ-MARTINEZ, 2005).

Para a pesquisa de sintomas tipicos da infec¢éo por WSSV, fragmentos do exoesqueleto
sdo mais indicados para o estudo. Sintomas indicativos da presenca do virus incluem: a presenca

de manchas brancas no exoesqueleto dos camardes, apéndices avermelhados, cuticula solta,
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reducdo na taxa de alimentacdo e letargia (LO et al., 1996; LIGHTNER et al.,1998).

Os animais foram analisados individualmente e tiveram o grau de severidade dos sinais
clinicos classificados de acordo com o score de 0 a 4, estabelecido por Lightner (1996) e descrito

também por Cuéllar-Anjel (2008), conforme exposto no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo quantitativa do grau de severidade da infeccéo.

Grau de Severidade Sinais Clinicos

0 N&o apresenta sinais de infec¢do por patdgenos,
parasitas ou epicomensais. Nao apresentam
lesBes caracteristicas de sindrome.

1 Presenca baixa de patdgenos, parasitas ou
epicomensais. Quantidade acima do padréo de
limite normal (quando existe). Sdo observadas
poucas lesbes caracteristicas da sindrome.

2 E observada a presenca em pequena e moderada
quantidade de patdgenos, parasitas ou
epicomensais. S8o observadas muitas lesGes
caracteristicas da sindrome. Aumento da
mortalidade se ndo existe um tratamento
(quando existe).

3 E observada presenca de moderada quantidade de
patbgenos,  parasitas ou  epicomensais.
Observam-se muitas lesdes caracteristicas da
sindrome. Potencialmente letal se ndo se aplica
tratamento (quando existe).

4 S&o observadas grande quantidade de patégenos,
parasitas ou epicomensais. S30 observadas
severas lesdes causadas pela sindrome. Letal,
apresentando alta mortalidade.

Fonte: Lightner (1996)

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ano seguinte ao surto de 2016 (ABCC, 2017), este trabalho iniciou suas pesquisas
com a visita técnica aos empreendimentos dos municipios de maior representatividade
econémica para a carcinicultura do Estado do Ceara, Aracati e Jaguaruana. De acordo com o
Censo da Carcinicultura do Litoral Sul do Estado do Cearad e Zonas Interioranas Adjacentes
2015/2016, esta regido possui 148 e 202 fazendas ativas respectivamente. Buscou-se assim
delimitar areas de estudos que apresentavam melhor acessibilidade, e onde se concentrava
maior numero de empreendimentos que se disponibilizaram a participar deste estudo, incluindo
fazendas do municipio vizinho, Russas, com trés fazendas ativas.

Neste estudo, 30 % das fazendas coletadas em 2017 e 2018 descreveram no momento
da coleta, problemas associados a variacfes de temperatura entre 27 e 29°C. Em todas as
fazendas essa margem de temperatura esteve relacionada ao momento de maior mortalidade.
Essas observacdes corroboram com as observagOes dos parametros de cultivo analisados por
Costa et al. (2010) em fazendas de Santa Catarina, onde as temperuturas costumam ser mais
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amenas, e, talvez por isso, seja onde a doenca ocorre de forma mais expressiva causando serios

prejuizos econdmicos para o Estado.

De acordo com Oidtmann e Stentiford (2011), os principais fatores de risco para o
desenvolvimento da Doenca da Sindrome da Mancha Branca (WSSD) em fazendas, € a
presenca de alteracdes na qualidade da &gua, principalmente em relagdo a mudancas bruscas
em pardmetros como salinidade e temperatura. Em condicBGes experimentais, & temperatura
controlada de 32°C, ocorre inibi¢do da multiplicacdo viral, mas a 25°C a letalidade da doenca
pode alcancar 100%. Esse fendmeno explica a predominancia da doenca em épocas mais frias
do ano (LIGHTNER, 2011).

Dentre as oito fazendas visitadas em julho de 2017, a fazenda 8, situada no municipio
de Jaguaruana apresentou 90% de mortalidade em seus cultivos, possivelmente provocadas por
WSSV segundo os produtores responsaveis. A fazenda capta dgua de poco, com salinidade em
torno de 0 g/l, ndo tendo sido constatado o monitoramento de parametros de cultivo neste ano,
bem como a existéncia de técnico especializado, que associado ao periodo de chuvas no
momento do cultivo, especificamente em maio deste ano, pode ter afetado o desenvolvimento
e sanidade dos animais de cultivo que no momento da coleta possuiam peso médio de 4,7g.

O municipio de Jaguaruana assim como, 0S municipios de Aracati e Russas sdo
englobados de acordo com a classificacdo climatica definida pela UNEP (BARROW, 1992)
(Programa das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente) da ONU, como pertencentes ao clima
Semi-arido, que possui os maiores indices de precipitacdes nos meses de marco, abril e maio.
Nos meses de julho a dezembro o tempo fica seco, podendo haver precipitacdes na Regido de
Aracati por sua posicao proxima ao mar (FUNCEME, 2020). Sugerindo que a fazenda 8 possa
ter sido afetada por intensas chuvas, resultando na reducdo da temperatura dos viveiros e
tornando o ambiente favoravel a infeccdo por WSSV. Ja que chuvas fortes foram relacionadas
ao aumento da carga viral em L. vannamei, ocasionando 80% de mortalidade
(PEINADOGUEVARA; LOPEZ-MEYER, 2006).

Diante disso, a fazenda foi encontrada inoperante no ano de 2018. Ao retornarmos ao
campo em agosto de 2019, verificamos o retorno das atividades dessa propriedade que passou
a contar com um técnico habilitado e com a analise diaria dos parametros fisico-quimicos
(oxigénio, temperatura e salinidade) para um maior controle da sanidade animal.

A fazenda 6, amostrada em 2017, no municipio de Russas, tem como fonte de agua o
rio Jaguaribe, com salinidade de 0,5 g/I. A fazenda € de pequeno porte e ndo possui histérico de
mancha branca, porém, apresentou incidéncia de mortalidade e s6 realizava o acompanhamento
dos parametros de cultivo apenas 1x na semana, dificultando 0 manejo adequado em caso de
discrepancias nesses parametros que podem ocorrer diariamente e serem gatilhos para
instalacdo de enfermidades (LIU et al., 2006). Neste mesmo ano, a fazenda 7, localizada no

municipio de Aracati e cuja captacdo de dgua é proveniente do estuario do rio Jaguaribe, com
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salinidade de 40 g/l, e que também avaliava somente semanalmente estes parametros,

apresentou mortalidade. Fatores que levaram a diminui¢do da producdo e grandes prejuizos
econémicos, que culminaram na paralizacdo da atividade tanto da fazenda 6 quanto da fazenda
7 em 2019 (Tabela 1).

Os responsaveis técnicos das fazendas 7 e 8, relataram em 2017 que os viveiros de
cultivo foram acometidas pelo surto de WSSV que atingiu o Estado do Ceara no ano de 2016,
confirmado na fazenda 7 a partir de analises presuntivas realizadas na propria fazenda e na
fazenda 8 através do envio de amostras para realizacdo de diagndstico molecular pela técnica
de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR).

E importante relatar a resisténcia encontrada por fazendas de grande porte, com maior
capacidade tecnoldgica, em participar desta pesquisa, algo que se configurou na proibicdo
inclusive de seu acesso. SituacGes que ocorreram mesmo que mais raramente, também, em
fazendas de micro e pequeno porte. Assim, em sua maioria, 52,9% das fazendas incluidas neste

estudo, foram classificadas quanto ao tamanho, em fazendas de médio porte (Tabela 2).

Tabela 2 — NUmero e porcentagem das fazendas estudadas em relacéo ao porte do empreendimento e
area ocupada

Categoria Numero de Fazendas % Area (hd) %
Fazendas
Micro 2 F13, F10 11,8 10,0 2,0
Pequeno 4 F6, F7, F12, F15 23,5 37,8 7,6
Médio 9 F1, F2, F5, F8, F9, F11, 52,9 330,0 66,3
F14, Fl16, F17
Grande 2 F3, F4 11,8 120,0 24,10
Total 17 - 100 497,80 100

Fonte: Elaboragéo do autor, 2020.

De acordo com o questionario aplicado, a maior parte das fazendas (47%) realiza a
captacéo de agua direto do rio Jaguaribe, enquanto 41,2% capta a agua de pogos e apenas 11,8%
das fazendas deste estudo possuem como fonte o estuario do rio Jaguaribe, o que confere
diferencas na salinidade da agua utilizada no cultivo dos camardes Litopenaeus vannamei entre
as fazendas (Tabela 3). As unidades que produzem em &gua doce estdo localizadas nos
municipios de Jaguaruana e Russas, regides com menor disponibilidade de agua e nutrientes,
com agua proveniente de pocos e do rio. J& as de agua salgada sdo aquelas localizadas no
municipio de Aracati, estuario do rio Jaguaribe que tem influéncia marinha, tendo um maior
aporte de nutrientes e geralmente entrada da agua da maré.

O camardo Litopenaeus vannamei cultivado em 100% das fazendas estudadas, séo

nativos de ambientes marinhos com salinidade superior a 30 g/l. No Brasil, os primeiros relatos
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da aclimatacdo com sucesso dessa especie em aguas com baixas salinidades sdo descritos desde

1998, porém ¢é indispensavel o monitoramento deste pardmetro, pois alteracdes na qualidade
fisica e quimica da &gua podem ocasionar estresse, afetando a imunidade e tornando-os
suscetiveis ao ataque de patdgenos (KAUTSKY et al., 2000; MENDES; PEDRESCHI, 1998).

L. vannamei é uma espécie tipicamente eurialina (FONSECA et al., 2009), comprovada
pela sua elevada capacidade de osmorregulacdo a carcinicultura do Estado do Ceard, onde se
podem observar trés grupos distintos quanto a salinidade da &gua utilizada nos cultivos: doce,

oligohalina e eurihalina (Tabela 3).

Tabela 3— Numero de fazendas em relacdo a categoria de 4guas adotada por Boyd (2001)

Categorias  Salinidade (g/l) Aracati Jaguaruana Russas  Total
Doce <a0,5 F12 F5, F8, F10, F15, F16, F17 0 7
Oligohalina 0,5-3,0 F4,F13, F14 F2, F11 F1, F6, F9 8
Mesohalina 3,1-16,5 0 0 0 0
Polihalina 16,6 — 30 0 0 0 0
Eurihalina 30,140 F3, F7 0 0 2
Hiperhalina >a 40,1 0 0 0 0

Fonte: Elaboracdo do autor, 2020.

De acordo com as respostas dos questionarios verificou-se que a analise dos parametros
fisico-quimicos era realizada diariamente em 50% das fazendas analisadas no ano de 2017, em
71,4% das fazendas de 2018 e em 41, 2% das fazendas de 2019. As demais fazendas analisavam
0s parametros apenas 1x por semana ou ocasionalmente quando diante de alguma problemaética
no manejo do cultivo. No entanto, 64,7% de todas as fazendas analisadas nao observaram
alteracdes nessas varidveis durante os eventos de mortalidade. A recirculagdo de dgua € uma
medida adotada por 100% das fazendas, embora o tratamento desses efluentes seja realizado
em apenas 30% delas, por calagem e/ou desinfeccdo com cloro, fazendo com que 70% das
fazendas que captam agua do rio Jaguaribe despejem seus efluentes diretos na sua fonte de
captacdo. Nakano et al. (1994) e Wu, Wang e Zhang (2005) afirmam que o despejo de aguas
ndo tratadas nos efluentes é considerado um dos principais meios de contaminacéo de cultivos.

Em 100% das fazendas foi relatado a presenca constante de animais invasores como
aves, caramujos e camarfes nativos do ambiente, chamando atencdo para os estudos de
Sananchez-Martinez, Aguirre-Guzman e Mejia-Ruiz (2007) que descrevem a influéncia de aves
na transmissao de WSSV entre fazendas de cultivo.

Em relacdo ao Historico de enfermidades, 95% das fazendas afirmaram ja terem sido
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acometidas por uma ou mais das trés doencas comuns aos viveiros de cultivo da regido nordeste

do Brasil: Mionecrose infecciosa (NIM), Vibriose (Vibrio sp.) e Sindrome da Mancha Branca
(WSSD). Tendo sido estas as Unicas doencas relatadas por estes produtores dentre as doencas
incluidas no questionario. A presenca de WSSV s0 foi confirmada em 35,3% das fazendas, com
23,52% sendo confirmada por anéalise presuntiva (F3, F4, F6, F7) e 11,8% por analise molecular
(PCR) (F5, F8), nos anos de 2017 e 2018. Esse levantamento constata que a grande maioria das
fazendas ndo realizavam qualquer diagndéstico confirmatorio para o WSSV e que os relatos da
sua presenca em anos anteriores ndo podem ser comprovados, 0 que reitera a importancia deste
trabalho em associar os parametros de cultivo com a incidéncia de WSSV no Estado do Ceara.

Um total de 64,7% das fazendas, associam suas mortalidades no ano de 2016 ao surto
de WSSV, o que levou a paralisacdo da atividade por algumas fazendas e o enfrentamento de
severas crises econdémicas para aqueles que continuaram produzindo mesmo diante das
dificuldades. Porém, 41,1% afirmam que passaram a adotar medidas preventivas apds este
surto, tais como diminuicdo da densidade que variou entre 8 e 10 camardes/m?, medida
importante ja que segundo relatos na literatura, o aumento da densidade influencia no aumento
do desenvolvimento de doencas (SPAARGAREN, 1998; BELAK et al., 1999;). Além disso,
aumentou-se a utilizacdo de probi6ticos, a contratacdo de mao de obra qualificada e a busca por
melhores ragdes.

A eficéacia dessas medidas preventivas no controle de enfermidades foi notada em uma
das fazendas deste estudo (fazenda 5) que foi visitada nos anos de 2017 e 2018 e constatou-se
intensas mortalidades em ambos os periodos. Nestes anos, foi possivel identificar
sintomatologias caracteristicas da presenca de WSSV nesta fazenda, tais como
letargia,apéndices avermelhados e animais moribundos. A fazenda localiza-se no municipio de
Jaguaruana com captacao da agua de pocos e salinidade préxima a 0 g/l. Em 2017 a fazenda
encontrava-se devastada, com indice de sobrevivéncia de menos de 20%, tendo sido uma
barreira até mesmo para captura dos animais. Em maio de 2018 a fazenda ainda enfrentava
problemas de mortalidade, confirmado por analise molecular com infeccdo de WSSV. Porém,
em 2019 a fazenda se apresentou bem estruturada pela aplicacdo de medidas de controle da
temperatura, salinidade e adocdo de probi6ticos com evidente recuperacdo dos viveiros de
cultivo. Em 2019, o indice de sobrevivéncia foi de 80% segundo o produtor e ndo observou-se
sinais clinicos caracteristicos de WSSV nos animais de cultivo, divergindo dos anos anteriores.

Diante da presenca de mortalidade e do historico de enfermidades apresentados pelas
fazendas deste estudo, considerou-se relevante a realizacdo de um diagndstico presuntivo para
WSSV em amostragens de camardes Litopenaeus vannamei, que em trabalhos posteriores seréo
utilizadas para confirmacdo molecular.

A primeira etapa da andlise presuntiva, consistiu na visualizagdo macroscopica dos

camardes coletados no campo, imediatamente apOs a captura desses animais e alguns dos
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sintomas observados podem ser visualizados na Figura 1, que se refere a fotos obtidas de

animais coletados no ano de 2017 da fazenda 5 deste estudo. Esta foi a Unica fazenda no qual
0s animais apresentaram sinais clinicos de possivel infeccdo por WSSV, as demais foram
assintomaticas. Na Figura 2A nota-se a presenca de cromatoforos expandidos e antenas e
urépodos avermelhados, indicando estresse, que também pode ser evidenciado na Figura 2B
com urdpodos sugerindo elevado estresse animal. AlteracBes nos pardmetros sanitarios
resultantes da exposicdo a fatores ambientais, podem provocar modificagfes na homeostase e
causar estresse animal, que funciona como gatilho para o desenvolvimento de doengas nos
sistemas de cultivo (LEE e WICKINS, 1992; DE LA VEGA et al., 2004; LIU et al., 2006).

Figura 2 - Andlise macroscopica de camardes com a presenca de cromatéforos expandidos e
antenas e urépodos avermelhados, indicando estresse.

Acervo do autor, 2017.

Para a realizacdo da segunda etapa foi feita a dissecacdo dos camar@es para exame do
hepatopéancreas (deformidades e quantidade de lipidios), do cefalotérax (deposito de calcério
na carapaca), do trato digestivo (replecdo), de epicomensais (sujeiras e protozoarios nas
branquias) e da presenca de necrose (musculatura esbranquicada, opaca ou manchas negras)
(anexo 1). Para cada item avaliado foi atribuido um grau de severidade seguindo a escala de 0
a 4 descrita por Lightner (1996) e Cueéllar-Anjel (2008). Os resultados estdo expostos na Tabela
4 pelas medianas obtidas de 10 camardes coletados por fazenda, para cada um dos parametros
avaliados.

Os resultados do exame a fresco demonstraram haver presenca de alteragdes na
quantidade de lipidios, que pode ser observado na Figura 3A, que demonstra baixo
preenchimento de lipideos nos tubulos do hepatopancreas. Esta caracteristica é indicativa de
baixa nutricdo animal e presenca de microrganismos patogénicos (MENDES et al., 2007). Na
Figura 3B € possivel visualizar a presenca de deposicOes de calcario na regido do cefalotorax,
e ambos os sinais clinicos podem sugerir presenca de WSSV. Trata-se de fotomicrografias

obtidas no ano de 2018 em animais da fazenda 2.
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Figura 3 - Fotomicrografia dos tGbulos do hepatopancreas (A) e da regido do cefalatérax (B)

analisados por exame a fresco.

N . B

Acervo do autor, 2018.

Organismos epicomensais e alteraces no trato digestivo também foram encontradas e
estdo descritas na Tabela 4 de acordo com a mediana dos scores definidos para cada uma das
amostras analisadas, com indices que variaram de 0 a 3. Foi observado que animais com pesos
que variaram de 2,3 a 4,89 apresentaram uma maior presenca de deposicdes de calcario na
regido do cefalotérax com scores entre 3 e 4. O contrario foi identificado para animais com
gramatura acima de 5g, levantando a hipotese de animais com menores gramaturas serem mais
susceptiveis a infeccdo por WSSV. Corsin et al. (2001), também apontaram o peso dos animais
como fator de risco para a infeccdo por WSSV. Apesar disso, estes resultados diferem dos
achados de Costa et al. (2010) que detectaram em fazendas com mortalidade por WSSV animais

positivos com gramaturas entre 4,0 e 8,1g.

Tabela 4 — Resultados da Analise Presuntiva dos animais analisados nas fazendas em estudo.

Fazendas Peso Mediana dos parametros de cultivo analisados de acordo com Score
/ Anode média
coleta (@) Cefalotérax  Hepatopancreas Trato Epicomensais Necrose
digestivo
2017

F1 6,9 1 3 3 1 0
F2 58 1 2 3 2 0
F3 10 1 2 3 2 0
Fa 2,3 3 3 4 2 0
F5 4,6 4 4 3 2 0
F6 6,7 1 2 2 1 0
F7 33 4 4 3 1 0
F8 4,7 4 4 3 1 0

2018
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F1 6,2 1 2 3 1 0
F2 48 4 3 3 2 0
F3 74 1 2 2 1 0
F4 3 4 3 3 1 0
F5 34 4 4 4 2 0
F6 8,5 2 2 3 1 0
F7 6,1 1 3 3 1 0
F8 NA NA NA NA NA NA
2019
F1 2.8 3 3 3 2 0
F2 7.8 1 3 3 1 0
F3 6,9 1 3 3 3 0
F4 46 1 4 4 1 0
F5 5.9 1 4 4 2 0
F6 NA NA NA NA NA NA
F7 NA NA NA NA NA NA
F8 38 4 4 3 1 0
F9 2.3 3 2 3 2 0
F10 6,4 1 4 3 1 0
F11 95 1 4 4 2 0
F12 2.4 3 3 3 1 0
F13 7.6 1 3 3 1 0
Fl14 4,2 3 4 4 1 0
F15 9,9 1 1 0 0 0
F16 41 3 4 1 2 0
F17 10 1 1 0 0 0

NA = ndo analisado; Elaboracéo do autor, 2020.

As informacdes levantadas mediante aplicagcdo de questionarios e visita aos locais das
fazendas, associadas aos resultados encontrados por nossas analises a fresco, presumem um
diagnostico positivo para WSSV em 58,8% ( F4, F5, F7 e F8 em 2017; F2, F4 e F5 em 2018 e
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F1, F8, F9, F12, F14 e F16 em 2019) das 17 fazendas analisadas nos trés anos de coleta.

Constatou-se também que fazendas com relatos de surto por WSSV em 2016 (F5, F7 e F8)
podem ter sido acometidas novamente nos anos posteriores ao surto. Contudo, estes dados néo
excluem a necessidade de realizacdo de exames confirmatdrios (analises moleculares) para uma
maior confiabilidade e seguranca diagndstica, porém levantam dados importantes sobre a
influéncia de pardmetros técnicos e sanitarios na incidéncia de WSSV, informacgdes Uteis na
compreenséo dos entraves encontrados para o desenvolvimento da carcinicultura do Estado do

Ceara.

4.4 CONCLUSAO

Foi possivel inferir que a salinidade néo foi determinante para incidéncia de WSSV, pois
ambientes com diferentes salinidades parecem ter sido acometidos. No entanto, o clima e as
alteracdes de temperatura da agua em periodos mais frios do ano, mostraram ter forte influéncia
na presenca de mortalidades e os sinais clinicos encontrados em alguns animais revelaram ser
bem caracteristicos de infec¢do por WSSV. Foi observado um elevado indice de fazendas que
despejam seus efluentes ndo tratados no rio Jaguaribe, sugerindo alto risco de transmissao de
WSSV entre as fazendas e levantando a necessidade de um sistema de comunicagdo de
lancamento de efluentes e coleta de agua na regido. Além disso, os dados obtidos sugeriram que
animais com gramaturas abaixo de 5g podem ser mais susceptiveis. Constatou-se ainda a
importancia da aplicacdo da técnica de diagnostico presuntivo na rotina das fazendas de cultivo,
pois, embora menos sensiveis do que as técnicas confirmatdrias de diagnostico, mostrou ser um
método importante no controle de enfermidades. Assim, as analises a fresco associado ao
monitoramento dos parametros de cultivo podem auxiliar na tomada de decisdes de forma mais

rapida, possibilitando ao produtor tracar estratégias para um melhor controle do WSSV.
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5 CAPITULO IlIl - DETECCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
VARIANTES GENOTIPICAS DO WSSV NO ESTADO DO CEARA, NORDESTE DO
BRASIL

RESUMO - A caracteriza¢do molecular do Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) tem
sido utilizada para determinar sua dispersdo entre regides geograficas e ajudado na busca pela
associacdo entre diferentes gendtipos e sua viruléncia, porém, nenhum estudo foi publicado até o
momento sobre os gendtipos do virus e sua variabilidade no Estado do Ceard. Diante disso,
objetivou-se com este trabalho detectar e caracterizar variantes genotipicas do WSSV presentes
em fazendas do estado do Ceara. No total, 1500 animais de 17 fazendas diferentes foram
submetidos a deteccdo do WSSV por PCR e nested-PCR, e as fazendas positivas investigadas
quanto a presenca de variacdes genotipicas a partir dos marcadores moleculares: VNTRs (ORF
75, 94 e 125) - da amplificacdo dessas regides foi determinado o nimero de unidades de repeticdo
- Rus, VRs (14/15 e 23/24) e o marcador para 0 gene de uma transposase. O WSSV foi detectado
em seis das 17 fazendas estudadas e nao foi detectada amplificacdo para a ORF 125 nas amostras
de WSSV de fazendas do Estado do Ceara, sugerindo a necessidade de estudos que confirmem
sua presenca, atraves do desenvolvimento de novos marcadores, ou que identifiqguem a delecdo
total dessa regido. Constatou-se ainda a amplificacdo para as ORFs 75 e 94, validando-os para
estudos epidemiologicos do WSSV no Estado. A presenca de regiGes deletérias e com
recombinac0es foi detectado pela amplificacdo das VRs (14/15 e 23/24) e a auséncia da regido da
transposase no genoma das amostras positivas para WSSV foram evidenciados. Os resultados
foram comparados com isolados de outras regides geograficas, sugerindo pouca variacdo génica
entre 0s genotipos brasileiros e um padrdo de unidades de repeticdo (Rus) que divergiram entre
isolados de outros paises, além da hip6tese de co-infeccdo por mais de um gendtipo em uma
mesma fazenda ter sido levantanda. Dessa forma, nossos resultados introduzem novos dados sobre
a caracterizacdo genética do WSSV que circula em fazendas do estado do Ceard, nordeste do

Brasil.

Palavras-chave: Transposase, Virus da Sindrome da Mancha Branca, VNTRs, VR 14/15, VR
23/24.

5.1 INTRODUCAO

O Virus da Sindrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus — WSSV) foi relatado
pela primeira vez na provincia de Fujian na China em 1991, e desde entdo tem sido identificado em
fazendas de cultivo em todo o mundo (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008; MULLER et al., 2010;
TAN; SHI, 2011; FEIJO et al., 2013; PEREIRA et al., 2019). Sua disseminagdo ocorreu
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exponencialmente por todo o continente asiatico, chegando a América do Norte em 1995, causando

severas mortalidades aos camardes cultivados e grandes perdas econdomicas (SALEHI, 2010;
LIGHTNER, 2011; FLEGEL, 2012; LIGHTNER et al., 2012).

Isolados geograficos do WSSV compartilnam caracteristicas similares em seus genomas
(WSSV-TW (GenBank n® AF440570), WSSV-CN (GenBank n® AF332093) e WSSV-TH (GenBank
n°® AY864668)). No entanto, regides gendmicas polimdrficas foram identificadas e desde entdo tém
sido amplamente estudadas em estudos epidemioldgicos e evolutivos. As principais diferengas incluem
as regides minissatélites (ORF, 75, 94 e 125), contendo um numero variavel de sequéncias repetidas e
enfileiradas (Variable Number of Tandem Repeats — VNTR) que séo caracterizadas por variagcdes nos
nameros de unidades de repeticdo (RUs) dentro de regies homologas, uma regido favoravel a
recombinacdo (VRs 14/15), uma regido com uma grande delecdo (VR 23/24) e uma sequéncia de uma
transposase presente apenas no WSSV-TW (MARKS et al., 2004).

Diante disso, este trabalho investigou a presenca dessas regides variaveis do WSSV em
camardes Litopenaeus vannamei cultivados em fazendas de municipios do estado do Ceara. E, apesar
da identificacdo do patdgeno ja ter sido realizada por outros estudos, nenhum estudo foi publicado até

0 momento sobre os gendtipos do virus e sua variabilidade genética no Estado do Ceara.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Area de estudo e selecio das fazendas

Durante o periodo de trés anos (2017-2019), foram objetos desse estudo um total de 17
fazendas situadas nos municipios de Aracati (6), Jaguaruana (8) e Russas (3) no Estado do
Ceara. As fazendas foram selecionadas mediante histérico de enfermidades, relatos de
mortalidade e alerta de surtos.

5.2.2 Coleta das amostras de camar®es Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931)

Um total de 1500 animais foram amostrados, sendo 400 animais coletados de 8 fazendas
em 2017, 350 animais de 7 fazendas em 2018 e 750 animais de 15 fazendas em 2019. A coleta
foi realizada diretamente das bordas dos viveiros com o auxilio de tarrafas, os animais eram
submetidos a dessensibilizacdo por choque térmico através da imersao em recipientes com gelo
e transferidos em alcool 96% (Merck®) para o Laboratdrio de Multiusuarios do Departamento
de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA.

Um par de pledpodos de cada um dos animais coletados foram retirados com auxilio de
pincas previamente esterilizadas e organizados em pools de 50 animais por amostra,
preservados em alcool etilico 70% e mantidos em freezer — 80 até a realizacdo da etapa de

extracdo do DNA genémico.

5.2.3 Extragéo e quantificagdo de DNA
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As amostras foram inicialmente pesadas em balanca analitica para padronizacdo da

gramatura necessaria a realizacdo do protocolo de extracdo. A extragdo do DNA total foi
realizada seguindo o protocolo de lise com isotiocianato de guanidina proposto por Ruibal
(2009) (adaptado de CHOMKZYNSHI, 1993). Foi utilizado 25 mg da amostra mais 900 uL de
GT (60g de isotiocianato de guanidina + 5 mL de TRIS-HCI 1M pH 7,5 + 10 mL de EDTA
0,25 M pH 8,0 + 100 mL de fenol + ddH20 q.s.p. 100 mL) em um microtubo de 1500 pL. O
material foi agitado em vortex por 15 segundos com intervalo de 10 minutos, e uma nova
agitacdo ao final. Em seguida foi acrescentado 200 pL de cloroformio com conseguinte vortex
de 15 segundos. Ap6s 10 minutos incubando em temperatura ambiente (37°C), foi centrifugado
a 12000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado em novo microtubo e
adicionado igual volume de propanol com o intuito de insolubilizar o DNA. Apds a precipitacao
o material foi incubado por 2 horas a -20°C com posterior centrifugacdo a 12000 x g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado com cuidado e o pellet resultante foi
ressuspendido em 500 uL de etanol a 70% e agitado manualmente. Posteriormente, o foi
centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em 30 pL de TE com vortex e spin rdpido. Por fim, o DNA gendmico foi
submetido a um banho seco a 56° C por 15 minutos.

O DNA total obtido de cada amostra foi quantificado por espectrofotometria, utilizando-
se o aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®). Em seguida as amostras foram
padronizadas para a concentracdo de 100 ng de DNA/ul e acondicionadas a -20° C até a

realizacdo das analises moleculares para a detec¢do do WSSV.

5.2.4 Anédlises Moleculares
Todos os iniciadores e as condicdes de ciclagem utilizadas neste estudo para detec¢édo e
caracterizacdo de variantes genotipicas do Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) estdo

descritos previamente na Tabela 1 e na Tabela 2.

Tabela 1 — Iniciadores para deteccdo e caracterizacdo molecular de WSSV.

Primer Sequéncia (5°-3°) Amplicon Fonte
(pb)

Deteccdo de WSSV

143F/145R  Forward TGCCTTATCAGCTNTCGATTGTAG 848 Loetal., 1996
Reverse TTCAGNTTTGCAACCATACTTCCC

VP26 Forward AATTTGGCAACCTAACAAACCTG 304 Loetal., 1996
Reverse GGGCTGTGACGGTAGAGATGAC

146F1-E Forward ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG 1447 Dieu et al., 2004

146R1-E Reverse TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA

146F2-1 Forward GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA 941

146R2-1 Reverse TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT

Regibes Variaveis de WSSV
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ORF75

ORF94

ORF125%

ORF125°

VR 14/15

VR 23/24

Transposase

Forward
Reverse
Forward

Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward

Reverse

GCCAGATTTCTTCCCCTACC
CTCCATGTAGAGGCAAAGCA
TCTACTCGAGGAGGTGACGAC

AGCAGGTGTGTACACATTTCATG

TGGAAACAGAGTGAGGGTCA

CATGTCGACTATACGTTGAATCC
ACAGTGACCACACGATAATACCA
TCGTTCACCATATCCATTGCCCT
GAGATGCGAACCACTAAAAG
ATGGAGGCGAGACTTGC
ATGGGCTCTGCTAACTTG
ATGATTGTATTCGTCGAAGG
GTGGATAATATTCGTCTTCAAC

CTCAAAGACAACGACATTAG

Variavel

Variavel

Variavel

Variavel

Variavel

Variavel

1489/151

Pradeep et al., 2008

Pradeep et al., 2008

Pradeep et al., 20

Ho et al., 2011

Dieu et al., 2004

Dieu et al., 2004

Dieu et al., 2004

08

Fonte: Elaboragdo do autor, 2020.

Tabela 2 — Condigdes de termociclagem para deteccéo e caracterizagdo molecular de WSSV.

Condigdes de termociclagem

Deteccdo
WSSV/Regides
variaveis

143F/145R
VP26
146F1-E/146R1-E
146F2-1/146F2-1
ORF 75
ORF 94
ORF 1252
ORF 125°
VR 14/15
VR 23/24

Transposase

Desnaturacéao

94°C - 1min
95°C - 5min
94°C - 1min
94°C - 1min
95°C - 45s
95°C - 45s
95°C - 30s
95°C - 30s
95°C - 45s
94°C - 40s

95°C - 30s

Anelamento

55°C - 1min
52°C - 50s
55°C - 1min
55°C - 1min
52°C - 45s
55°C - 45s
60°C - 30s
56°C por 20s
60°C - 1min e 15s
55°C - Imin

55°C -1min

Extensé&o N° de ciclos
72°C - 2min 39
72°C - 1min e 30s 40
72°C - 2min 39
72°C - 2min 39
72°C - 45s 35
72°C - 45s 35
72°C - 30s 35
72°C por 100s 40
72°C - 1min 35
70°C - 1min 35
72°C - 4min 35

Fonte: Elaboracdo do autor, 2020.
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5.2.5 Marcadores moleculares para detec¢éo de WSSV por PCR e nested-PCR

Para verificar a eficiéncia da extracdo e excluir resultados de PCR falso - negativos um
gene para ordem decépoda foi amplificado utilizando o primer 143F e 145R que amplifica um
fragmento de 848pb, proveniente de uma regido altamente conservada do RNA ribossémico
18S (LO et al., 1996, KIM et al., 2015).

A deteccdo do WSSV foi realizada utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase - PCR e nested-PCR. Para os ensaios foram utilizados o primer VP26 descrito por
Dieu et al. (2004) e dois pares de primers padronizados pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE — World Organization For Animal Health). Resultados positivos no Step 1 da
nested-PCR caracterizam uma infec¢do grave por WSSV, enquanto um resultado positivo
apenas no Step 2 indica uma infec¢do latente ou estado de portador. A sequéncia dos primers e
0s produtos de amplificacdo estéo descritos na Tabela 1 e 2. Em ambas as rea¢des foram usados
como controle positivo para 0 WSSV plasmideos confirmados por sequenciamento pelo
Laboratorio de Ciéncias do Mar (LABOMAR) e uma amostra isenta de DNA como controle
negativo.

As reagdes em cadeia pela polimerase (PCR) foram realizadas num volume de 25uL,
contendo 12,5 pL de pré-mix 2x My Tag Red Mix (Bioline) (1.5 unidades de Tag DNA
polimerase, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl, 0.2 mM dNTP e estabilizadores),
1,0 pL de cada primer (10uM), 9,5 pL de &gua DEPC e 1 pL de DNA molde. As reacdes de
PCR foram realizadas em um termociclador T100 thermal cycler (Bio-Rad) utilizando as

condicdes de ciclagem descritas na tabela 6.

5.2.6 Analise de repeticbes em tandem de nimero variavel (VNTRS)

As amostras positivas na etapa de identificacdo do WSSV, foram submetidas a
investigacao quanto a presenca de trés regides minissatélites: ORF 75 (repeticOes de 45 e 102
pb), ORF 94 (repeticGes de 54 bp) e ORF 125 (repeti¢des de 69 bp), descritas na Tabela 1.

A partir da amplificacdo dessas regifes foi determinado o nimero de repeticdes
(unidades de repeticdo - Rus) presentes na ORF 94 calculado com a formula: [tamanho do
produto de PCR — (171 + 12)]/54 e da ORF125 com a férmula: (tamanho do produto de PCR
+ 35 - 92)/69 (PRADEEP et al., 2008). Para a ORF 75, que apresenta repeticdes variaveis foi
utilizado o tamanho do produto de PCR para analise. Em seguida as VNTRs foram utilizadas

para comparacdo com amostras de outras regides geograficas.

5.2.7 Andlise das Regides Variaveis VR 14/15 e VR 23/24
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Investigou-se a presenca das regides variaveis VR 14/15 e VR 23/24 nas amostras

positivas para WSSV. A presenca dessas regides permite identificar possiveis eventos de

recombinacéo e dele¢des nas regides gendmicas, respectivamente (Tabela 1 e 2).

5.2.8 Amplificacéo da sequéncia de uma transposase

Foi realizada a identificacdo de um gene de uma transposase por PCR com os iniciadores

e as condigOes descritas nas Tabelas 1 e 2.

5.2.9 Analise dos fragmentos amplificados

Todos os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%).
Os tamanhos dos fragmentos foram determinados utilizando um marcador de peso molecular
de 100 pb (Sinapse) ou 1 kb (Sinapse) e os produtos visualizados sob um transluminador

ultravioleta e fotodocumentadas.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de todas as 17 fazendas estudadas amplificaram um fragmento de 848pb,
proveniente de uma regido altamente conservada do RNA ribossémico 18S de decapoda,
indicando auséncia de inibidores de PCR. Apo0s esta etapa de triagem, as amostras foram
submetidas a pesquisa do WSSV que foi prevalente em 62,5% das fazendas analisadas durante
os anos de 2017 e 2018. Em 2019, foram incluidas novas fazendas para tentar levantar mais
dados sobre a presenca de WSSV na regido, que se configurou na sua nao deteccdo e na
reincidéncia de infec¢do por WSSV em uma das fazendas estudadas em 2017.

A detecgdo de WSSV a partir do primer VP26 descrito por Lo et al. (1996) identificou
cinco fazendas positivas, enquanto os primers padronizados pela OIE de Dieu et al. (2004)
detectou seis fazendas positivas. O maior nimero de amostras positivas encontradas a partir da
aplicagéo da técnica de nested-PCR, demonstra uma maior sensibilidade do conjunto de primers
utilizados em relagéo a PCR convencional, corroborando com a anélise de diferentes métodos
de PCR para detecgéo de WSSV realizadas por Pan et al. (2017), que demonstraram em seus
estudos que a nested-PCR melhorou a sensibilidade de detec¢do para ~10-100 vezes em relagdo
a PCR de rotina. A descricdo das fazendas quanto ao nimero de amostras positivas por
municipio e ano de coleta estédo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da deteccdo molecular de WSSV por PCR e nested-PCR.

Ano de Coleta  Fazendas Municipios PCR nested-PCR nested-PCR
(VP26) (Step 1) (Step 2)



2017 F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8

2018 F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8

2019 F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15
F16
F17

F = fazenda, ND = ndo detectado, NA = ndo analisado, (-) = resultado negativo para WSSV, (+) =
resultado positivo para WSSV; Fonte: Elaboragéo do autor, 2020.

Russas
Jaguaruana
Aracati
Aracati
Jaguaruana
Russas
Aracati

Jaguaruana

Russas
Jaguaruana
Aracati
Aracati
Jaguaruana
Russas
Aracati
NA

Russas
Jaguaruana
Aracati
Aracati
Jaguaruana

NA

NA
Jaguaruana
Russas
Jaguaruana
Jaguaruana
Aracati
Avracati
Aracati
Jaguaruana
Jaguaruana
Jaguaruana

NA
NA

NA
NA

NA
NA
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Em 2017 oito fazendas foram visitadas para investigacdo da situacdo epidemioldgica e

coleta das amostras para pesquisa de WSSV, no ano seguinte as mesmas fazendas foram
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visitadas com excecdo da fazenda 8 que estava fechada. Em 2019 as fazendas 6 e 7 visitadas

nos anos de 2017 e 2018 também paralisaram suas atividades. No ano de 2017, foi verificada a
presenca de WSSV na fazenda 7, com resultados positivos para ambas as varia¢fes da técnica
de PCR. Todas as amostras positivas na deteccdo de WSSV, apresentaram resultados positivos
desde o Step 1 da nested-PCR, que de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE — World Organization For Animal Health), representa uma infec¢do grave por WSSV
(OIE, 2020).

A fazenda 5, localizada no municipio de Jaguaruana no Estado do Ceard, principal polo
produtor do Estado, foi acompanhada nos trés anos de coleta e observou-se reincidéncia de
contaminacdo da fazenda por WSSV nos anos de 2017 e 2018. Esses achados reiteram a
importancia de um estudo mais aprofundado sobre as possiveis variantes virais circulantes na
regidao Nordeste do Brasil.

A variabilidade genética do Virus da Sindrome da Mancha Branca na regido Nordeste
do Brasil até 0 momento ndo é conhecida. Este trabalho assim como outros trabalhos que vém
sendo desenvolvidos nos Ultimos anos em estados da regido, tém contribuido para a
identificacdo de variantes genotipicas desse virus na principal regido produtora de camarao do
Brasil (CARVALHO, 2017; PEREIRA et al., 2019; SIQUEIRA, 2019).

As seis fazendas positivas na etapa de deteccdo de WSSV foram submetidas a pesquisa
de VNTRs e VRs. A andlise de VNTRs gerou amplificacdo para as ORFs 75 e 94,
amplificados para todas as seis amostras foram encontrados para a ORF 75 e cinco amostras
amplificaram para a ORF 94. A ORF 125 nédo gerou amplicon para nenhum dos dois conjuntos
de primers testados (DIEU et al., 2004; HOA et al., 2011) (Tabela 4).

A falha na caracterizacdo genotipica da ORF 125 pode estar associada a varia¢fes nas
sequéncias nos locais de ligacdo dos iniciadores utilizados, a baixas concentra¢ées de DNA ou
ainda a presenca da delecdo completa dessa regido (PRADEEP et al., 2008; TANG; LE
GROUMELLEC; LIGHTNER, 2013). Porém, é mais provavel que a auséncia de amplificacdo
esteja relacionada a variagGes génicas do que ao baixo limiar de deteccdo, visto que houve
amplificacdo eficiente para as ORFs 75 e 94. Nesse caso deve-se considerar os achados de
Pradeep et al. (2008), em isolados da india, que ha mais de 10 anos relataram a ORF 125 como
sendo a ORF com menor falha de amplificagcdo, o que ndo corrobora com estudos mais atuais
(CARVALHO, 2017; PEIXOTO et al., 2020; PEREIRA et al., 2019), levantando a hipotese da
necessidade do desenvolvimento de novos primers, devido a possiveis mutacfes ou incidéncia
de novas variantes, além de investigar a auséncia da ORF 125 nestas amostras, para a
genotipagem de WSSV presente no Estado do Ceara, bem como em outros estados do nordeste

do Brasil.

Tabela 4 — Caracterizacdo molecular do WSSV por VNTRs em relagéo a outras regides geograficas.
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Origem Variedade de Rus em loci de VNTR Referéncias
Geogréfica
ORF75 ORF9%4 ORF125
Amplicon RUs Amp RUs Ampli RUs
(pb) (45, 57pb/  licon (54 pb) con (69 pb)
45,102 pb)  (pb) (pb)
WSSV-TW 1842 21** 507 6 249 8 Tsai et al,
2000
WSSV-TH 1323 12** 682 6 141 6 Van Hulten et
al., 2001
WSSV-CN 1515 15%* 831 12 141 6 Yang et al,
2001
Tailandia ND NA 506 6-20 ND NA Kiatpathomec
1262 hai et al., 2005
india 320 2-7* 291 2-16 195 2-14 Pradeep et al.,
778 1047 1023 2008
Vietnam NE 5-14* 309, 4-17 219, 4-10 Dieu et al.,
1101 633 2010
USA 492 6-14** 480 5-8 767 10-11 Muller et al.,
1171 627 826 2010
México 1084 14 ** 1242 19 559 7 Muller et al.,
2010
China ND NA 682 6-14 ND NA Tan; Shi, 2011
1157
Brasil
Santa 786 10** 1100 16 684 8 Muller, et al.,
Catarina/ RS 2010
2005
Santa 783 10** 1002 16 659 8 Muller, et al.,
Catarina/RS 2010
2007
Santa 784 10** 1015 16 659 8 Muller, et al.,
Catarina/RS 2010
2008
Bahia 2008 928 11%* 417 4 728 9 Muller, et al.,
2010
Acu/RN 2012 631 T** 292 2-9 ND NA Carvalho,
670 2017
Acu/RN 2012 631 T** 292 2-9 ND NA Carvalho,
670 2017
Rio Grande ~600 10* 362 5-15 ~900 5 Pereira et al.,
do Norte/ RN 902 2019
Séo Gongalo ~700 9* 10 ND NA Peixoto et al.,
do Amarante/ 2020
RN
Aracati/CE ~700 - ~700 10 ND NA Este estudo
2017 - F7
Jaguaruana/C ~600 - ~600 8 ND NA Este estudo
E
2017 - F5
Jaguaruana/C ~600 - ~600 8 ND NA Este estudo
E
2017 - F8
Jaguaruana/C ~600 - ~600 8, 10 ND NA Este estudo
E ~700
2018 - F2
Jaguaruana/C ~800 - ND NA ND NA Este estudo
E

2018 - F5
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Jaguaruana/C ~600 - ~700 10 ND NA Este estudo
E
2019 - F8

NE — ndo encontrado na literatura

NA — ndo analisado, ND — ndo detectado

*RUs calculados baseados em repeticOes de 45 e 57pb
** Rus calculados baseados em repeticdes de 45 e 102 pb
~ tamanho aproximado do amplicon

- RUs néo calculados

Para a ORF 75 houve amplificagdo em 100% das amostras positivas para WSSV,
produzindo amplicons que variaram entre ~600pb e ~800pb. Este padréo de amplificacdo foi o
mesmo relatado por todos os estudos realizados no Brasil descritos na Tabela 4, divergindo
apenas do padréo de 928pb encontrado por Muller et al. (2010) em amostras do Estado da Bahia.
Esse padrdo pode significar pouca variacdo génica entre os genotipos Brasileiros. No entanto,
a avaliacdo da variabilidade genética existente na regido da ORF 75 sé pode ser determinada
mediante o calculo do ndmero de unidades de repeticdo, valores que ndo puderam ser
calculados para a ORF 75, pois seria necessario a realizacdo da técnica de sequenciamento de
DNA para determinacdo das RUs constantes. Pradeep et al. (2008) apds realizacdo do
sequenciamento dessa ORF revelaram repeti¢es de 49pb intercaladas por repeticdes de 57pb
em suas amostras, corroborando com Shekar et al. (2005) e Pereira et al. (2019) mas divergindo
do padréo de 49pb e 102pb encontrado por Dieu et al. (2004), Muller et al. (2010) e Carvalho,
(2017).

Na fazenda 5 néo foi detectado amplicons para a ORF 94, que foi identificada em todas
as demais fazendas com bandas de ~600pb e ~700pb. A auséncia de amplificacdo para amostras
provenientes dessa fazenda pode significar alteracdes genotipicas pela delecdo dessa regido,
levando em consideracédo a eficiéncia da reacdo para as demais amostras. Estudos anteriores
classificam a ORF 94 como o melhor marcador comparado as ORFs 75 e 125 na epidemiologia
do WSSV (PRADEEP et al., 2008). As RUs calculadas nas diferentes regiGes geograficas
(Tabela 4) variaram de 2 a 20 RUs, enquanto, neste estudo, predominaram dois genétipos de 8
e 10 RUs. A PCR dessa ORF gerou ainda outras informacoes relevantes para este estudo, pois
a fazenda 2 apresentou os dois padrées de RU encontrados, sugerindo uma co-infec¢do por
multiplos geno6tipos do WSSV (TAN; SHI, 2011). Hoa et al. (2011) acreditam que infecgdes
simultaneas por duas ou mais estirpes podem estar relacionados com a viruléncia.

Além das regides minissatélites (ORF, 75, 94 e 125), este trabalho buscou identificar a
presenca de regides variaveis (VRs 14/15, 23/24) e o gene de uma Transposase. As variagoes
associadas com as ORFs 14/15 e 23/24 s&o utilizadas na identificagdo de mudancas evolutivas
no WSSV (MARKS et al., 2005). Foi verificada a amplificacdo de 100% das amostras para a
ORF 14/15, com amplicons que variaram entre ~1000-1500pb, essa regiao foi identificada no
genoma de WSSV-TH nas amostras caracterizadas por Van Hulten et al. (2001) e confirmada
como uma regido propensa a recombinacdo (DIEU et al.,, 2004; MARKS et al., 2004;
PRADEERP et al., 2008). Pereira et al. (2019) identificaram a presenca dessa ORF em regides
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do Estado do Rio Grande do Norte, produzindo amplicons de tamanhos similares ~1200pb.

A VR 23/24 foi detectada em trés fazendas deste estudo (F5, F7 e F2), caracterizando a
presenca de delecBes no genoma do WSSV encontrados em fazendas dos municipios de
Jaguaruana e Aracati. Este resultado é bastante significativo no que se refere a variabilidade
genetica desse organismo, ja que Pereira et al. (2019), utilizando os mesmo primers descritos
por Dieu et al. (2004) para esta ORF, ndo amplificaram essa regido em nenhuma das suas
amostras obtidas de fazendas do estado do Rio Grande do Norte, sugerindo uma possivel
exclusdo dessa regido. Estes resultados demonstram, portanto, divergéncias no genoma de
amostras dos estados vizinhos e principais produtores de camardo do Nordeste, Ceard e Rio
Grande do Norte.

A sequéncia de uma transposase foi detectada apenas no genoma completo do WSSV-
TW (GenBank n® AF440570), ndo sendo verificado a presenca desse gene no WSSV-CN
(GenBank n°® AF332093) ou WSSV-TH (GenBank n® AY864668). A analise da sua presenca
ou auséncia é importante no estudo da diversidade genética desse virus. A amplificacdo de um
produto de cerca de 1489 pb caracteriza esta sequéncia como presente na amostra estudada, e
ausente quando o produto de PCR tem aproximadamente 151 pb. Neste trabalho, todas as
amostras amplificaram um fragmento de 151pb, confirmando a auséncia dessa regido nas
amostras de fazendas do Estado do Ceard, Nordeste do Brasil.

Assim, constatou-se que a regido de transposase continua restrita ao genoma do WSSV-
TW e que regides deletérias e de recombinacdo estdo presentes e podem estar associadas a
diferencas na viruléncia dos diferentes gendtipos, que reiteram a necessidade do
sequenciamento das regides variaveis detectadas para um melhor estudo dos padrdes do WSSV

no espaco e no tempo.

5.4 CONCLUSAO

Os achados deste trabalho sugerem mudangas evolutivas no WSSV, pela possivel
ocorréncia de mutaces, incidéncia de novos gendtipos no Estado do Ceara ou da extingdo de
variantes, pois a ORF 125 anteriormente considerada um marcador eficiente, deixou de ser util
na identificagdo de possiveis fontes de infeccéo e rastreamento do WSSV. Os primers existentes
para identificacdo da ORF 125, ndo vém tendo sucesso na amplificacéo para amostras da Regido
Nordeste do Brasil em relacdo a outras regides geogréficas, ndo existindo até o momento
informacdes sobre amostras de WSSV do Estado do Ceara que apresentaram amplificacdo para
este marcador, sugerindo a necessidades de estudos que confirmem a presenca ou delecdo dessa
regido. A hipotese de co-infeccdo por mais de um genotipo de WSSV também foi levantada por
este estudo, podendo existir em uma mesma fazenda diferentes variantes do virus circulantes.

Com isso, os dados gerados com este estudo sdo relevantes na compreensdo da genética e
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comportamento do WSSV nas fazendas de cultivo do estado do Ceara, proporcionando

informagdes Uteis para o controle e mitigagdo deste virus no estado.
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6 CAPITULO IV — ANALISE IN SILICO DE REGIOES VARIAVEIS NO GENOMA
DO WSSV NO ESTADO DO CEARA, NORDESTE DO BRASIL
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6 CAPITULO IV — ANALISE IN SILICO DE REGIOES VARIAVEIS NO GENOMA
DO WSSV NO ESTADO DO CEARA, NORDESTE DO BRASIL

RESUMO - O genoma do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) possui
aproximadamente 300 kbp, contendo 184 possiveis janelas de leitura aberta (Open Reading
Frames - ORFs), e nove sequéncias de repeticdo em tandem. A comparacao de sequéncias de
diferentes isolados do WSSV revelou que o virus de diferentes regides possui similaridade de
95%, divergindo quanto a presenga de regifes variaveis. Assim, este trabalho teve como
objetivo o estudo in silico das regides varidveis ORFs (75 e 94) e VRs (14/15 e 23/24) de
amostras de WSSV obtidas de camarfes Litopenaeus vannamei cultivados em fazendas do
Estado do Ceara, nordeste do Brasil. Foi realizada o sequenciamento e alinhamento das regides
estudadas, que em seguida foram utilizadas para a construcdo de arvores filogenética com o
intuito de estabelecer relacdes de parentesco com estirpes de outras regides geogréficas e, por
fim, foram elaborados modelos de rel6gios moleculares para analisar as divergéncias genéticas
ao longo do tempo. Os resultados do alinhamento usando a Ferramenta de Pesquisa de
Alinhamento Local Basico (BLAST) revelaram maior percentual de identidade das regides
contendo VNTRs, com estirpes do Ird e que eventos de recombinacdo na VR 14/15 podem ter
ocorrido apesar da similaridade entre as suas sequéncias. Em relacdo a VR 23/24, a mesma nao
alinhou com nada. A analise filogenética presumiu entre outras questdes, que a introducdo do
WSSV no mundo ocorreu em meados de 1960. Sugerindo que o WSSV esteja presente no
mundo anos antes da sua primeira deteccdo na provincia de Fujian na China em 1991, e que no
Brasil sua introducdo deu-se em meados de 2017, esta informacdo marca do inicio de nossos
estudos, levantando a hipotese de que o gendtipo circulante nos anos de 2017 a 2019 no estado
do Ceara, ndo é o mesmo do surto de 2016 que acometeu o Estado. Diante disso, este estudo foi
o primeiro a relatar afiliaces filogenéticas de estirpes de WSSV do Estado do Ceara em relacao

a outras regides geogréaficas no espago e no tempo.

Palavras-chave: Virus da Sindrome da Mancha Branca, Litopenaeus vannamei, Genoma.

6.1 INTRODUCAO
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A atividade de Carcinicultura desenvolvida mundialmente, tem como principal desafio
barrar a ocorréncias de doencas, principalmente as de etiologia viral (DHAR; ROBLES-
SIKISAKA, 2012). Dentre essas enfermidades, a causada pelo virus da sindrome da mancha
branca (WSSV) € considerada a mais devastadora para as fazendas de cultivo da espécie
Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931), podendo provocar até 100% de mortalidade, em um
periodo de trés a sete dias contados do inicio dos primeiros sinais clinicos (LIGHTNER, 2011;
SITHIGORNGUL et al., 2011).

O genoma do WSSV possui um tamanho de aproximadamente 300 kbp, contendo 184
possiveis janelas de leitura aberta (Open Reading Frames - ORFs), e regides variaveis incluindo
nove sequéncias de repeticdo em tandem (HULTEN et al., 2001). O genoma completo do
WSSV foi depositado pela primeira vez nas bases de dados do GenBank entre os anos de 2000
e 2001, obtidos a partir de trés isolados geograficos, oriundos da Tailandia (WSSV-TH; VAN
HULTEN et al., 2001; Acc. No. AF369029), China (WSSV-CN; YANG et al., 2001; Acc. No.
AF332093) e Taiwan (WSSV-TW; TSAl et al., 2000; Acc. No. AF440570).

A comparacdo de sequéncias desses isolados do WSSV revelou que o virus de diferentes
regibes possui similaridade de 95%, divergindo quanto a presenca de regides variaveis
(MULLER et al., 2010). Algumas das principais regides variaveis consistem em uma regido
propensa a recombinacdo VR 14/15, uma regido com uma grande delecdo VR 23/24 e trés
regides minissatélites com repetices em tandem de numero varidvel (variable number of
tandem repeats - VNTRs) denominadas ORF 75, 94 e 125 (MARKS et al., 2004).

As regiBes minissatélites que apresentam VNTRs sdo caraterizadas por um elevado grau
de polimorfismo, tornando estas regiGes adequadas para estudos de pequena e média escalas
espaco-temporais, enquanto as regides variaveis VR 14/15 e 23/24 podem ser utilizadas em
abordagens evolucionarias em escalas continental e global (DIEU et al., 2004, 2010; MULLER
etal., 2010; PRADEEP et al., 2008).

Até o momento pouco se sabe sobre a funcionalidade da maioria das regides variaveis
presentes no genoma do WSSV, porém, alguns estudos recentes indicam que essas regioes
podem ter relagdo com o fendtipo da doenca (GAO et al., 2014; LI et al., 2017). Embora uma
correlacdo direta entre genotipo e fendtipo ainda ndo tenha sido possivel, o que demonstra a
necessidade de abordagens como a caracterizagéo in silico para tentar obter novas informacées

a respeito destas sequéncias.
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Anadlises in silico podem funcionar como ferramentas complementares as informac6es
adquiridas em abordagens experimentais, ou fornecendo contetdo que ndo poderiam ser obtidos
por abordagens in vitro (KHOR et al., 2015; PETREY; HONIG, 2005).

Essas analises s6 sdo possiveis gracas a tecnologias como o sequenciamento génico, que
vem sendo amplamente utilizado na aquicultura para a obtencéo de genomas completos de uma
espécie de interesse, auxiliando na compreensao da sua biologia, a decifrar mecanismos
moleculares e na busca por marcadores genéticos e funcionais (YU et al., 2015; YUE, 2014).

Diante disso, e de nenhuma anélise filogenética ter sido realizada até agora para o
genoma do WSSV de um isolado de campo da regido do Estado do Ceara, maior produtor
nacional (ABCC, 2017), este estudo realizou uma analise in silico de regides variaveis do
WSSV detectados em fazendas do Estado do Ceard, para estabelecer afiliacdes filogenéticas
aproximadas entre isolados de diferentes regides geogréaficas e estimar a diversidade genética

do WSSV ao longo do tempo e do espaco.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Selecao das amostras de regifes variaveis do WSSV

Foram utilizados amplificados de regiGes varidveis de seis amostras positivas para o
WSSV extraidas de camar@es Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931). Analisadas entre 0s anos
de 2017 e 2019 e tendo sido provenientes de cinco fazendas dos municipios de Aracati (1) e
Jaguaruana (4) no Estado do Ceara, essas amostras foram processadas e conservadas a -20°C
no Laboratério de Multiusuarios do Departamento de Ciéncias Biol6gicas e da Salde da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA, onde foram submetidas & amplificagio
das regides variaveis (ORF 75, ORF 94, VR14/15 e VR 23/24) que em seguida foram
selecionadas mediante a qualidade e quantidade do material amplificado. A integridade e o
tamanho aproximado do DNA genémico foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 1,5% e a quantidade de DNA total verificada utilizando o Qubit Fluorometer (Thermo
Fisher). Apoés essa avaliagdo foram consideradas aptas para o sequenciamento gendmico trés
amostras da ORF 75, duas da ORF 94, seis da VR 14/15 e trés da VR 23/24 (Tabela 1).
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Tabela 1 — Amostras selecionadas para o sequenciamento de acordo com a origem e as regides
variaveis amplificadas.

Fazendas  Municipio Ano de ORF75 ORF9%4 VR 14/15 VR 23/24

coleta
F12 Jaguaruana 2017 X X X X
F1b Jaguaruana 2018 X X
F2 Aracati 2017 X X X X
F3?2 Jaguaruana 2017 X X
F3b Jaguaruana 2019 X
F4 Jaguaruana 2018 X

6.2.2 Sequenciamento de DNA

Os produtos de PCR foram submetidos a purificagdo enziméatica antes do
sequenciamento de DNA utilizando o ABI 3500 DNA Analyzer do Laboratério de Biologia
Molecular e Gendmica (LBMG/NUGEN/UFRN), um sistema de analise de DNA de 8 capilares
com a tecnologia ThermoFisher. As reacdes de sequenciamento foram realizadas com o
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (codigo 4337455), e as corridas efetuadas em
capilares de 50 cm utilizando o polimero POP7. A anélise das sequencias obtidas realizaram-se

pelo software Sequencing Analysis v.6 utilizando o Base Caller KB.

6.2.3 Alinhamento das Regibes Variaveis

A partir das amostras sequenciadas foram criadas sequéncias consensos com auxilio do
software BioEdit, que foram comparadas com estirpes de referéncia obtidas em bancos de dados
disponiveis usando a Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local Basico (BLAST).

Em seguida, foi construida uma ferramenta de tipagem para o WSSV, através da
preparacdo de conjuntos de dados (datasets) de referéncia, que incluem publicamente
sequéncias codificantes das ORFs 75, 94 e VRs 14/15 e 23/24 dos bancos de dados. Todos 0s
datasets foram alinhados independentemente pelo método MUSCLE (EDGAR, 2004),
utilizando o software MEGA X (STECHER; TAMURA; KUMAR, 2020) e adotando como
referéncia a sequéncia completa AF440570.1. (TSAI et al., 2000).

6.2.4. Analise Filogenética
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Ap6s o alinhamento foi realizado a construcdo de uma arvore filogenética para cada
dataset, utilizando o método Neighbour-joining (SIMONSEN et al., 2008), com bootstrap de
1000, para uma identificacdo rapida da similaridade das amostras sequenciadas neste trabalho.
Em seguida, o melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi estimado pelo jModelTest
(DARRIBA et al., 2015). Foram entdo construidas arvores de méxima verossimilhanca (ML),
utilizando o RAXML v8 com 1000 réplicas (STAMATAKIS, 2014), sendo uma arvore

filogenética para cada dataset supracitado, afim de colocar as amostras em um contexto global.

6.2.5 Construcdo de um modelo de Reldgio Molecular

Para a realizacdo de analises de divergéncia genética ao longo do tempo, foi definido o
melhor modelo de relégio molecular, utilizando o software TempEst versédo 1.5.3 (RAMBAUT
et al., 2016). Tendo sido adotado 0 modelo relaxed clock model, indicando que cada ramo tem
sua prépria taxa independente extraida de uma Unica distribuicdo de taxa paramétrica
compartilhada. Em seguida, foram construidas arvores filogenéticas escalonadas no tempo
usando inferéncia filogenética bayesiana, utilizando o modelo GTR com distribuicdo gama,
cadeia de comprimento de dez milhGes de geracdes e consenso de arvores com eliminacédo de
10% das arvores iniciais. A ESS e a convergéncia estatistica foram analisadas usando o
programa Tracer 1.6. conforme implementado no BEAST v 1.8.4 (DRUMMOND et al., 2006),
e a visualizacdo das arvores foi realizada pelo software FigTree v1.4.4.

Ainda no software BEAST, utilizando a amostragem de cadeia de Markov Monte Carlo
(MCMC), realizamos uma inferéncia da dindmica populacional ao longo do tempo usando o
modelo coalescente ndo paramétrico, Skyride, assumindo que o tamanho da populagcdo muda
suavemente ao longo do tempo, estimando dessa forma, a diversidade do WSSV ao longo do

tempo.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos alinhamentos realizados com a Ferramenta de Pesquisa de
Alinhamento Local Basico (BLAST), revelaram porcentagem de identidade para cada uma das
regibes varidveis estudadas, em relacdo a outras regifes geogréaficas. Para a ORF 75 foram
obtidas trés sequéncias, duas com tamanhos de 469pb e uma com 471pb, que quando
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submetidas ao alinhamento apresentaram percentual de identidade de 85% com a estirpe
IRWSSVKH4 do Ird (KF157839.1), 82% com uma estirpe isolada de Taiwan (AF440570.1) e
outra do Brasil (MG264599.1), além de identidade de 84% com uma estirpe chinesa
(KT995470.1). Estes resultados diferem dos alinhamentos realizados por Carvalho (2017) e
Siqueira (2019), que ao comparar estipes do Estado do Rio grande do Norte e Ceard,
respectivamente, obtiveram 97,5% e 96% de similaridade com a estirpe TH-96-11 (E value =
0) (GenBank no AY864668.1).

Para a ORF 94 foram obtidas duas sequéncias com 434pb cada, e que apresentaram
percentual de identidade de 96% com estirpes do Ird (KP640278.1), México (HQ007032.1) e
Estados Unidos (MN840357.1). As regides VNTRs de nossas sequéncias de WSSV do Estado
do Ceara apresentaram elevada similaridade com estirpes do Ird e México, a identidade com a
estirpe do México, corrobora com 100% de identidade descrito por Carvalho (2017) e Siqueira
(2019) em seus estudos.

Todas as seis sequéncias geradas para a VR 14/15 tiveram tamanhos de 650 pb e
apresentaram percentual de identidade de, aproximadamente, 85% com estirpes isoladas do
Brasil (MF784752.1) e da Tailandia (AF399029.1) e 84% com estirpes do Egito (KR083844.1)
e dos EUA (KF771902.1). A maior similaridade foi com a estirpe brasileira (MF784752.1) que
se refere ao primeiro genoma completo do WSSV depositado do Brasil, no ano de 2015. Essa
estirpe tem origem no Estado do Rio Grande do Norte, segundo maior produtor do Brasil e
estado vizinho do Estado do Ceara (DANTAS et al., 2015; ABCC, 2017). Mostrando que este
patdgeno pode ter ingressado no estado do Ceara atraves do limite entre os estados e que eventos
de recombinacao podem estar mediando a evolucdo do WSSV.

As amostras referentes a VR 23/24 apresentaram muita variagdo e a sequéncia consenso
ndo alinhou com nada, nem quando tentamos a menor similaridade do Blast (Somewhat similar
sequences (blastn)). E, portanto, ndo foram analisadas neste estudo.

Com isso, foram preparados trés conjuntos de dados de referéncia que incluem
publicamente sequéncias codificantes das ORFs 75 (dataset A), ORF 94 (dataset B) e da VR
14/15 (dataset dos bancos de dados:

o Dataset A: Trés sequéncias do gene que codifica a ORF 75 do WSSV descritas
no trabalho (n=3), juntamente com trinta e oito sequéncias provenientes de surtos do WSSV

descritos no mundo (n=38).
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e Dataset B: Duas sequéncias do gene que codifica a ORF 94 do WSSV descritas
no trabalho (n=2), juntamente com cinquenta e duas sequéncias provenientes de surtos do
WSSV descritos no mundo (n=54).

o Dataset C: Seis sequéncias do gene que codifica a regido variavel 14/15 do
WSSV descritas no trabalho (n=6), juntamente com onze sequéncias provenientes de surtos do
WSSV descritos no mundo (n=11).

A relacdo encontrada entre a divergéncia raiz a ponta e as datas de amostragem (em
anos) apoiou 0 uso da analise do relégio molecular relaxado neste estudo. Os resultados
estatisticos obtidos suportam um sinal temporal significativo: ORF 75 (r?= 0,12, pvalue = 0,34),
ORF 94 (r?>= 0,04, pvalue = - 0,18) e VR 14/15 (r>= 0,45, pvalue = - 0,67). Todas as correlacdes
mostraram que ainda que fraco, ha sinais temporais, valendo fazer a analise.

As andlises filogenéticas bayesianas das regides génicas estimam que a introducéo do
WSSV no mundo surgiu em meados de 1960. Sugerindo que 0 WSSV esteja presente no mundo
anos antes da sua primeira deteccdo na provincia de Fujian na China em 1991 (LIGHTNER,
2011). Ja no Brasil, foi estimado que as estirpes isoladas neste trabalho, tenham sido
introduzidas no Brasil em meados de 2017, esta informagdo marca do inicio de nossos estudos,
levantando a hipétese de que o gendtipo circulante nos anos de 2017 a 2019 no estado do Ceara
ndo é o mesmo do surto de 2016 que acometeu o Estado.

6.3.1 ORF 75

A distribuicdo da ORF 75 (Figura 1) se divide em dois grandes grupos monofiléticos
onde o primeiro grupo € composto basicamente de sequéncias provenientes das Americas, como
México e Estados Unidos, bem como as amostras isoladas neste estudo, representando o Brasil
e uma sequéncia da Australia. Ja o segundo grupo monofilético contém basicamente sequéncias
de paises asiaticos como Ird, China, Tailandia, Cingapura e India. Isso indica que, baseado na
ORF 75, embora proveniente de um ancestral em comum, as estirpes virais que chegaram as
Ameéricas evoluiram independente das estirpes que circulam no continente asiatico, isso pode
ser em reflexo a diversidade climatica (LIGHTNER, 2011) de ambos os continentes que podem
influenciar na incidéncia e propagacdo do WSSV nas espécies de camardo cultivadas em cada
regiao e consequentemente para adaptacdo do WSSV ao seu hospedeiro local. Com isso, 0 virus

circulante nas especies asiaticas diverge do virus adaptado as espécies de camardes americanos.
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Figura 1 - Arvore Filogenética baseada nas sequéncias obtidas da ORF 75 do WSSV
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As anélises de diversidade genética da ORF 75 ao longo do tempo (Gréfico 1) indicou
um padréo constante na variabilidade genética viral, com uma ligeira queda em meados de 2012,
que pode ser atribuida ao surgimento de uma doenca nova / emergente do camardo conhecida
como sindrome da necrose hepatopancreéatica aguda (AHPNS), que foi relatado na China em
2009 e no Vietnd e Malésia em 2012 (NACA, 2012), que pode ter ocasionado a mortalidade em
massa de camardes e consequentemente diminuido a populacdo de WSSV.

Grafico 1 — Modelo de Reldgio Molecular para a ORF 75.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2020.

6.3.2 ORF 94

Com relagdo a ORF 94 (Figura 2), segundo a analise filogenetica bayesiana, as
sequéncias disponiveis para esse gene se dividem em trés grupos monofileticos. O primeiro
grande grupo agrupa amostras de Sri-Lanka (2016), Filipinas, México em surtos que ocorreram
em 2001 e 2005, Estados Unidos (1997-2007), Egito e um isolado que ocasionou um surto no
Brasil em 2015. O segundo grupo monofiletico agrupa amostras provenientes das Filipinas, Ird
(2010-2011),Tailandia e México nos anos de 2005, 2011 e 2017. O ultimo grupo monofilético
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compreende sequéncias do Ird (2012, 2013 e 2014), Equador, Estados Unidos (2017), México
(2004), algumas amostras das Filipinas e Sri-Lanka (2005, 2014 e 2016), bem como as amostras
sequenciadas neste estudo. O que indica que o virus que ocasionou a infec¢do de camardes no

Ceara nos anos de 2017 a 2019 é diferente do virus que circulou no Brasil em 2015.



Figura 2- Arvore Filogenética baseada nas sequéncias obtidas da ORF 94 do WSSV.
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Com relacdo as analises de diversidade genética da ORF 94 (Gréafico 2) ao longo do
tempo, diferente da ORF 75 que se manteve constante, a ORF 94 teve a sua diversidade genética
em ascendéncia desde 1970, atingindo o maior pico entre 2004 - 2005, entretanto, desde 2010
uma queda acentuada na populacdo de hospedeiros devido a emergéncia de doencas infecciosas,
bem como surtos de WSSV que dizimou a populacdo de camarbes em diversos paises
produtores, como México (DURAN-AVELAR et al., 2015), a falta de hospedeiros ocasionou a
perda na variabilidade genética viral.

Gréfico 2 - Modelo de Reldgio Molecular para a ORF 94.
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Fonte: Elaboracdo do autor, 2020.

6.3.3 VR 14/15

Em relacgdo a regido variavel 14/15 (Figura 3), poucas foram as sequéncias referentes a
esse gene encontradas nos bancos de dados publicos, devido a isso, a introdu¢do do WSSV,
acabou enviesada pela escassez de informacdes. Grande parte dos isolados encontrados séo das
Américas. Com isso, as sequéncias obtidas nesse trabalho formaram um grupo monofilético
independente, com ancestralidade em comum com amostras proveniente de surtos que
acometeram o Estados Unidos (2002), mas, assim como o gene menos varidvel ORF 94, as
amostras brasileiras de 2017 a 2019, diferem quanto a origem evolutiva das
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sequéncias isoladas no Brasil em anos anteriores, corroborando com afirmativa de que 0 WSSV
responsavel pelo surto que acometeu o Ceard em 2016 é diferente do virus introduzido no pais

em meados de 2017 e é diferente da estirpe que ocasionou o surto de 2015 no pais.



Figura 3- Arvore Filogenética baseada nas sequéncias obtidas da VR 14/15 do WSSV.
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O reldgio molecular da VR 14/15 (Grafico 3), demonstrou que pesar de ser uma regiao
hipervaridvel, a diversidade genética da ORF 14/15 ao longo do tempo obteve um padrdo

constante de variabilidade, mantendo o tamanho populacional do WSSV estavel.

Grafico 3 - Modelo de Relégio Molecular para a VR 14/15.
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6.4 CONCLUSAO

Este estudo atrelado a tecnologia de sequenciamento permitiu uma avaliagéo das regides
varidveis do WSSV, estabelecendo suas divergéncias evolutivas no tempo e no espago. Foi
observado afiliacbes filogenéticas aproximadas entre os isolados geograficos do WSSV,
principalmente com as estirpes do Ird. Estimou-se que o WSSV tenha sido introduzido no
mundo em 1960, data anterior a da primeira vez que foi identificado e, por fim, foi possivel
inferir que as estirpes circulantes ndo séo as mesmas do surto de 2016 que acometeu o Estado
do Ceard, nem parece ser a mesma estirpe responsavel pelo surto de 2015 no Estado do Rio
Grande do Norte. Levantando a hipotese de existirem diferentes variantes genotipicas do virus
no Estado do Ceard, assim como no Nordeste do pais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A Doenca da Sindrome da Mancha Branca (WSSD), possui grande relevancia
econdmica para o0 Estado do Ceara, pois pode acabar com cultivos inteiros em poucos dias,
portanto, é necessario a adocdo de medidas de biosseguranca rigorosas de modo a evitar sua
introdugéo nas fazendas de cultivo do Estado.

A escassez de informacdes referentes a variabilidade genética do WSSV na regido
Nordeste do Brasil, dificulta a compreenséo da dispersao e evolugdo do virus no pais, e nossos
resultados apresentados aqui podem servir de base para futuras discussdes sobre a utilizacéo
das ORFs 75, 94 e 125 e VRs 14/15 e 23/24, além de uma sequencia para 0 gene de uma
transpossase como marcadores para genotipagem do WSSV.

Além disso, nosso estudo foi o primeiro a relatar afiliacdes filogenéticas de estirpes de
WSSV do Estado do Ceara em relacdo a outras regides geograficas no espaco e no tempo.
Informagdes que permitem ampliar o conhecimento sobre o comportamento e origem do
WSSV. Auxiliando na tomada de decisbes pelos carcinicultores para o melhor controle e

mitigacdo do WSSV nas fazendas de cultivo do Estado do Ceara.
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Data NO
Questionario Técnico e Sanitario
Nome da propnedade Contato
Localizacdo
1. De acordo com a area de viveiros {(ha) como a fazenda pode ser classificada (CENSO, 2004)? —
" O Pequena (<10 ha) O Média (>10 ha <50 ha) O Grande (< 50 ha)
2 Wit (o vivoNx 3. Tamanho dos viveiros 4. Data que comecou a operar
5. Qual a fonte de sgua? ————————— «‘ 6. Qual a forma de captaggo?
- OMar O Estudrio ' | OBomba %
 ORio O Pogo | O Gravidade

o 5 O Outro - Espedifique

7. Qual 2 densidade {camardo/m2)? 8. Qual o tamanho médio dos camardes para despesca?

l 1| |

9. Qual o tempo médio de cultivo? 10. Quantos viveiros sdo povoados simultaneamente?

L | L ]

~11. E realizado um intervalo para repovoamento dos viveiros? ——
- Osim (ONado ‘

12, Se sim, quais tipos de procedimentos costumam adotar durante este intervalo? ———
- O Calagem O Desinfeccio ‘
- O Fertilizacdo O Ouiros - Especifique |

13. Como ocorre a renovagao de dgua?

L ' |




. OSim  ONao

; 15. Se sim, com qual frequéncia? ———————————
. O Diariamente

- O Semanalmente

| O Mensaimente

(O Ocasionamente - Espedifique

- 14. E realizado o monitoramentro dos parametros fisico-quimicos da dgua? ——

;- 16. Qual o sistema de alimentacio ~17. Ha ocorréncia de animais invasores no ambiente de ——
| adotado? } cultivo? Quais?
| O Natural | -
- O Artificial i O Caranguejos
- O Natural/Astificial | O Siris
L J . O Caramujos
- O Ouiras espécies de Camardes
- 18. A fazenda possui um técnico responsavel — -E §
imfo ar- e W O Outros - Espedifique
- Osim QNio |
i 19. Possui histdrico de doengas?
i
. Osim (O Néo
20. Quais? I —

O Sindrome da Mancha Branca (WSSV)

O Mionecrose Infecciosa (NIM)
O Necrose Hipodérmica e Hematopoiéiica Infecciosa (IHN)
O Sindrome de Taura (ST)

" O Hepatopancreatite necrosante (NHP)

. O Vibriose (Vibrio Sp.)

;-Zl.Comodiagtﬁﬁioofoireahado?
| O Andlise molecular (PCR; gPCR..)
- O Andiise histolégica
O Andlise presuntiva
. O Ouitros - Espedifique
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22. Dentre os sinais clinicos apresentados abaixo, quais ja foram observados?

O

melanized lesions
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ANEXO

PLANILHA PARA ANALISE PRESUNTIVA
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